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Resumo
Neste trabalho, descrevemos o estudo atrave´s de simulac¸a˜o computacional do efeito da pressa˜o sobre o
raio de girac¸a˜o de prote´ınas pectinases utilizadas na fabricac¸a˜o de sucos industriais. A simulac¸a˜o foi
desenvolvida utilizando o pacote de programas GROMACS sob o sistema operacional Linux. As apro-
ximac¸o˜es utilizadas sao discutidas com detalhes. Os resultados indicam que para presso˜es ate´ 900MPa,
o raio de girac¸a˜o de todas as prote´ınas e´ reduzido com o aumento da pressa˜o em ate´ 3,4 %. Sendo que
em 900MPa, a pectina metilesterase reduziu seu raio de girac¸a˜o de 3,4 %, pectina liase reduziu 3,0 %,
endopoligalacturonase reduziu 3,2 % por cento e exopoligalacturonase reduziu 2,9 %.
Palavras-chave: Dinaˆmica molecular. Pectinase. Raio de girac¸a˜o.
vii
Abstract
In this study, it was investigate through computational simulation the effect of pressure on the gyration
radius of pectinase proteins, which is used in the processing of industrial juices. The simulation was
developed using the GROMACS software package under the Linux operating system. The approxima-
tions used are discussed in detail. The results indicate that, at pressures up to 900 MPa, the gyration
radius of all proteins (studied here) is reduced with the pressure increase up to 3.4 %. As consequence
at 900 MPa, the pectin methylesterase reduced its gyration radius of 3.4 %, pectin lyase reduced 3.0 %,
endopoligalacturonase reduced 3.2 % and exopoligalacturonase reduced 2.9 %.
Keywords: Molecular dynamics. Pectinase. Radius of gyration.
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Introduc¸a˜o
As fa´bricas de suco investem muito dinheiro para obter sucos l´ımpidos e sem opacidade, ja´ que a
apareˆncia visual do suco interfere muito na decisa˜o de quem compra o produto. A pectina dificulta o pro-
cesso de fabricac¸a˜o dos sucos, pois a viscosidade devido a turvac¸a˜o dificilmente pode ser removida apenas
por filtrac¸a˜o, devido a` grande quantidade de part´ıculas em suspensa˜o. Quando tratados previamente por
pectinases (enzimas pe´cticas) os sucos de fruta sa˜o facilmente extra´ıdos, clarificados e filtrados [31].
O uso de enzimas na indu´stria se mostra muito promissor pois aumenta o rendimento na fabri-
cac¸a˜o. Aumentam consideravelmente a eficieˆncia dos processos de produc¸a˜o de produtos como o suco
industrializado, ja´ que reduzem o custo energe´tico e reduzem o descarte de mate´ria-prima na˜o aprovei-
tada que, consequentemente, minimiza os desperd´ıcios comparadado a na˜o utilizac¸a˜o de enzimas [32]. E´
importante ressaltar que utilizar enzimas na fabricac¸a˜o de sucos requer controle de grandezas f´ısicas tais
como temperatura e pressa˜o, pois estas grandezas influenciam na estrutura e ac¸a˜o das enzimas. Por isso,
cada etapa do processo requer um controle das varia´veis do sistema para melhor ativac¸a˜o das enzimas,
caso contra´rio, a eficieˆncia do processo pode ser prejudicada diminuindo o rendimento e os lucros. Pes-
quisas indicam que, apo´s 2025, cerca de metade dos processos qu´ımicos sera˜o substitu´ıdos por processos
biotecnolo´gicos, ou utilizac¸a˜o conjunta de processos de cata´lise enzima´tica e reac¸o˜es qu´ımicas [33].
Estudos revelam que algumas enzimas aumentam sua atividade, diminuem ou sa˜o inativadas apo´s
exposic¸a˜o a altas presso˜es. Considerando que muitos processos industriais hoje utilizam altas presso˜es,
como no processo de pasteurizac¸a˜o de sucos, a realizac¸a˜o de estudos sobre o efeito que a alta pressa˜o
causa nas enzimas de interesse industrial exige a avaliac¸a˜o do comportamento das enzimas nos fluidos
pressurizados sobre diferentes valores de pressa˜o, uma vez que a perda de atividade pode levar a` baixas
taxas de reac¸a˜o, interferindo na produc¸a˜o do suco [34].
No final da de´cada de 30, Linus Pauling e Robert Corey iniciaram estudos cristalogra´ficos por
difrac¸a˜o de raios X da estrutura de aminoa´cidos e prote´ınas, cuja meta era a obtenc¸a˜o das distaˆncias e
aˆngulos padro˜es das ligac¸o˜es entre os a´tomos, e a utilizac¸a˜o desta informac¸a˜o na predic¸a˜o de conforma-
c¸o˜es prote´icas. Em 1953, Miller conseguiu formar aminoa´cidos em laborato´rio, substaˆncias formadoras de
prote´ınas. Descobriu-se que a func¸a˜o de uma prote´ına depende da sequeˆncia de aminoa´cidos formados,
pois uma mudanc¸a na estrutura de uma prote´ına pode levar a uma alterac¸a˜o da func¸a˜o. A natureza
hiera´rquica da arquitetura de prote´ınas pode ser descrita em n´ıveis de estruturas. As medidas atrave´s de
espalhamento de raios X a baixos aˆngulos (Small Angle X-ray Scattering - SAXS) sa˜o utilizadas como
forma de determinar a estrutra prote´ica de muitas prote´ınas. A dinaˆmica molecular e´ um procedimento
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2computacional que pode simular uma prote´ına em soluc¸a˜o, e assim, pode-se calcular os efeitos que deter-
minadas condic¸o˜es termodinaˆmicas causam na conformac¸a˜o de prote´ınas. As prote´ınas que aumentam o
rendimento no processamento de sucos industriais sofrem o efeito de temperaturas ou presso˜es elevadas
na etapa de pasteurizac¸a˜o, o que pode levar a` desnaturac¸a˜o prote´ica. As prote´ınas com aplicac¸a˜o em
sucos de fruta industriais sa˜o as chamadas pectinases. A simulac¸a˜o computacional dessas prote´ınas pode
informar os efeitos causados por condic¸o˜es termodinaˆmicas extremas como alta temperatura e pressa˜o.
No curso de f´ısica, estudamos diversos me´todos matema´ticos para resolver equac¸o˜es que modelam
problemas f´ısicos. Surge assim, a necessidade de aplicar esse conhecimento em outras a´reas como as
cieˆncias biolo´gicas e qu´ımica. O estudo das prote´ınas e´ evidente nas cieˆncias naturais, pore´m, e´ pouco
explorado por f´ısicos. As prote´ınas esta˜o abundantemente presentes em todos os seres vivos, sendo
assim, de fundamental importaˆncia que seja estudada por f´ısicos do Departamento de F´ısica da UFES.
A motivac¸a˜o deste trabalho e´ a importaˆncia que se tem de entender o comportamento das prote´ınas em
processos industriais aplicando conceitos de F´ısica cla´ssica.
Cap´ıtulo 1
Estrutura das prote´ınas
O estudo das interac¸o˜es entre a´tomos e´ um dos temas mais importantes das cieˆncias naturais, pois
os a´tomos formam a mate´ria que observamos. Em biologia, aprendemos que a´tomos formam mole´culas,
e estas podem se organizar para formar organelas presentes em ce´lulas, e estas formam um tecido, que
formam um o´rga˜o, que formam um sistema, onde va´rios sistemas formam um organismo.
Quando estamos interessados em estudar prote´ınas, precisamos conhecer sua estrutura e fun-
c¸a˜o. As prote´ınas sa˜o sintetizadas dentro da ce´lula, podendo permanecer nela ou serem excretadas para
exercer algum papel fora dela. Podemos observar a olho nu´ que ce´lulas como as que formam o tecido
eptelial, produzem prote´ınas diferentes das ce´lulas que formam o tecido muscular, sendo esta diferenc¸a na
composic¸a˜o dos tecidos que os fazem ter apareˆncias diferentes. Um mesmo tecido em regio˜es diferentes
do organismo podem produzir a mesma prote´ına, mas em quantidades diferentes.
As consequeˆncias da deficieˆncia de prote´ınas em seres vivos sa˜o diversas, podendo acarretar em
va´rios problemas como a deficieˆncia de crescimento em crianc¸as, alterac¸o˜es imunolo´gicas e em diversos
o´rga˜os corporais, retenc¸a˜o de l´ıquidos, alterac¸o˜es em cabelo e pele. As fontes de prote´ına animal sa˜o
a carne, peixe, ovo, leite, dentre outros. Ja´ as fontes de prote´ına vegetal sa˜o plantas como a quinoa e
a semente de soja, dentre outras. Esses alimentos que sa˜o ricos em prote´ınas sa˜o necessa´rios na dieta
dos seres humanos, principalmente porque as prote´ınas desses alimentos tem aminoa´cidos essenciais que
nosso corpo necessita mas na˜o e´ capaz de produzir.
As prote´ınas sa˜o compostos orgaˆnicos que se caracterizam por possu´ırem diversas func¸o˜es no
organismo dos seres vivos. Cada prote´ına tem uma ou mais func¸o˜es espec´ıficas. Assim, por exemplo, nas
ce´lulas do sangue dos seres humanos (as hema´cias) a prote´ına hemoglobina esta´ presente na ce´lula com a
func¸a˜o espec´ıfica de transportar oxigeˆnio de um lugar para outro no organismo. Outras prote´ınas tera˜o
func¸a˜o de contribuir para aumnetar a imunidade do ser vivo contra invasores, estando essas prote´ınas
presentes nos anticorpos. Mais uma func¸a˜o importante que algumas prote´ınas tem e´ a de sinalizac¸a˜o
atrave´s de hormoˆnios, e tambe´m podem ter func¸a˜o estrutural como as prote´ınas que compo˜em a pele,
cabelos e unhas dos seres humanos [4].
As prote´ınas sa˜o compostas por estruturas mais simples, que sa˜o suas unidades ba´sicas, chama-
das de aminoa´cidos. Estes aminoa´cidos ligados covalentemente formam cadeias de aminoa´cidos, e cada
4ligac¸a˜o covalente e´ chamada de ligac¸a˜o pept´ıdica. Essas cadeias tambe´m sa˜o chamadas de cadeias po-
lipept´ıdicas [6]. A Figura 1.1 mostra a estrutura geral dos aminoa´cidos e quando estes esta˜o ligados a
outros aminoa´cidos formando cadeias de aminoa´cidos.
Figura 1.1: Aminoa´cido composto de um grupo amina a` esquerda do aminoa´cido, um grupo carboxila a`
direita, um a´tomo de hidrogeˆnio e uma cadeia lateral espec´ıfica de cada aminoa´cido; Abaixo na figura
temos a configurac¸a˜o de uma cadeia de aminoa´cidos em sua forma trans (forma encontrada na natureza),
sendo que a forma trans da cadeia de aminoa´cidos e´ favorecida do ponto de vista energe´tico que portanto
predomina para todos os aminoa´cidos das prote´ınas. Figura adaptada da refereˆncia [5].
Quando as prote´ınas sa˜o sintetizadas (produzidas/fabricadas pelas ce´lulas), pode-se observar que
nelas existem ate´ 20 tipos diferentes de aminoa´cidos. Todos os 20 aminoa´cidos comuns sa˜o chamados de
α aminoa´cidos, pois possuem um grupo carboxila e um grupo amina ligados ao mesmo a´tomo de carbono
(Cα). Estes aminoa´cidos diferem uns dos outros, como dito anteriormente, em suas cadeias laterais, ou
grupos R, os quais variam em estrutura, tamanho e caracter´ısticas f´ısico-qu´ımicas, influenciando assim as
suas propriedades, tais como a solubilidade. A Figura 1.2 apresenta a relac¸a˜o dos diferentes aminoa´cidos
destacando as suas cadeias laterais.
5Figura 1.2: Ilustrac¸a˜o dos 20 principais aminoa´cidos. Figura adaptada da refereˆncia [28].
E´ necessa´rio esclarecer sobre outro assunto importante ao estudar interac¸o˜es entre a´tomos e mo-
le´culas, que recai consequentemente na interac¸a˜o entre aminoa´cidos, que e´ o estudo da eletronegatividade
e da polaridade de mole´culas. A capacidade que um a´tomo tem de atrair ele´trons de outro a´tomo, quando
os dois formam uma ligac¸a˜o qu´ımica, e´ denominada eletronegatividade. Esta e´ uma das propriedades qu´ı-
micas consideradas no estudo da polaridade das ligac¸o˜es. Enta˜o, na ligac¸a˜o covalente entre dois a´tomos,
os ele´trons compartilhados sa˜o atra´ıdos simultaneamente pelos dois nu´cleos atoˆmicos. Dois fatores im-
portantes a serem considerados na determinac¸a˜o da polaridade de uma mole´cula sa˜o a eletronegatividade
dos a´tomos participantes da ligac¸a˜o e a geometria da mole´cula. Se os a´tomos envolvidos na ligac¸a˜o forem
de elementos diferentes, o a´tomo do elemento mais eletronegativo atraira´ mais intensamente a nuvem
eletroˆnica da ligac¸a˜o para si, ficando, enta˜o, com uma carga parcial negativa, e o a´tomo menos eletrone-
gativo com carga parcial positiva. Esse fato caracteriza a mole´cula como polar. Por outro lado, quando a
mole´cula for diatoˆmica, formada por a´tomos do mesmo elemento qu´ımico (por exemplo, H2, O2 e N2), ou
seja, com a mesma eletronegatividade, eles ira˜o atrair com a mesma intensidade os ele´trons envolvidos na
ligac¸a˜o, havendo uma distribuic¸a˜o de cargas homogeˆnea, sem formac¸a˜o de polos. Se a mole´cula e´ formada
de mais do que dois a´tomos, tem que analisar cada ligac¸a˜o, pois uma mole´cula pode apresentar ligac¸o˜es
polares e, mesmo assim, ser apolar. A soma dos vetores momento de dipolo ele´trico de cada ligac¸a˜o polar
e´ o vetor chamado momento dipolar resultante. As ligac¸o˜es apolares possuem momento dipolar resultante
nulo (igual a zero). Nas mole´culas com mais de dois a´tomos, para que a mole´cula seja polar, a soma dos
vetores das ligac¸o˜es deve ser diferente de zero. Um estudo mais aprofundado sobre momento de dipolo
6ele´trico entre part´ıculas encontra-se no Apeˆncice com o t´ıtulo: Dipolos Ele´tricos.
Por exemplo, a mole´cula Cl2 tem um par de ele´trons compartilhado igualmente pelos dois a´tomos
de cloro, logo seu momento dipolar e´ igual a zero. A mole´cula CO2 e´ linear, e as ligac¸o˜es entre os a´tomos
de carbono e oxigeˆnio sa˜o polares, pore´m os vetores que definem o momento dipolar se anulam e a mole´cula
e´ apolar. A mole´cula BF3 apresenta 3 ligac¸o˜es polares, com os vetores direcionados para o flu´or, que e´
o elemento mais eletronegativo, e como a geometria trigonal plana da mole´cula confere uma distribuic¸a˜o
eletroˆnica sime´trica ao redor do boro, caracteriza a mole´cula como apolar, ja´ que os treˆs vetores se
anulam. A mole´cula CCl4 possui geometria tetrae´drica e sua simetria confere a` mole´cula um momento
dipolar resultante nulo, portanto, essa mole´cula e´ apolar. A mole´cula HCl e´ uma mole´cula linear com
diferenc¸a de eletronegatividade entre o cloro e o hidrogeˆnio, com o a´tomo de cloro mais eletronegativo
que o hidrogeˆnio, atraindo mais fortemente os ele´trons envolvidos na ligac¸a˜o, criando polos. A amoˆnia
e´ uma mole´cula de forma geome´trica piramidal, formada por a´tomos de hidrogeˆnio e nitrogeˆnio, e´ uma
mole´cula polar, ou seja, o seu momento dipolar e´ diferente de zero. A mole´cula H2O tem o oxigeˆnio como
o mais eletronegativo, atraindo para si os ele´trons compartilhados com o hidrogeˆnio formando polos. As
ligac¸o˜es entre os a´tomos de hidrogeˆnio e oxigeˆnio na mole´cula de a´gua possuem forma geome´trica angular,
de forma que, seus vetores momento dipolar na˜o se anulem, fazendo com que a mole´cula de a´gua seja
apolar.
A forma mais u´til de classificar os 20 aminoa´cidos e´ pela polaridade de suas cadeias laterais. A glicina
na˜o chega a contribuir de forma significativa para as interac¸o˜es hidrofo´bicas, diferente da metionina
que possui um grupo tioe´ter apolar. A prolina possui uma cadeia alifa´tica com uma estrutura c´ıclica
distinta, pois o grupo amina secunda´rio de res´ıduos de prolina e´ mantido em uma conformac¸a˜o r´ıgida
[4]. Em grupos R aroma´ticos, as cadeias laterais da fenilalanina, triptofano e tirosina sa˜o aroma´ticas,
e relativamente apolares. O grupo hidroxila da tirosina pode formar ligac¸o˜es de hidrogeˆnio, sendo um
importante grupo funcional em algumas prote´ınas com func¸a˜o de enzimas (catalizam reac¸o˜es qu´ımicas).
Tirosina e triptofano sa˜o significativamente mais polares que a fenilalanina em decorreˆncia do grupo
hidroxila da tirosina e do a´tomo de nitrogeˆnio do anel indo´lico do triptofano [4]. A polaridade da serina
e da treonina e´ determinada por seus grupos hidroxila; a da ciste´ına por seu grupo sulfidril (um a´cido
fraco que pode fazer pontes de hidrogeˆnio fracas); a da asparagina e glutamina, por seus grupos amino. A
asparagina e a glutamina sa˜o amidas de outros dois aminoa´cidos, aspartato e glutamato, respectivamente,
gerados por hidro´lise a´cida ou ba´sica; e ciste´ına forma o aminoa´cido cistina [4]. Assim, os grupos R polares
e na˜o carregados sa˜o mais solu´veis em a´gua (hidrof´ılicos), porque conte´m grupos funcionais capazes de
formar ligac¸o˜es de hidrogeˆnio com a a´gua.
Os grupos R carregados sa˜o os grupos mais hidrof´ılicos. Sa˜o carregados em pH fisiolo´gico. Lisina
possui um segundo grupo amino prima´rio da cadeia alifa´tica; a arginina possui um grupo guanidina
carregado positivamente; a histidina possui um grupo aroma´tico imidazol. A histidina pode estar tanto
carregada positivamente quanto na˜o carregada. Com isso, res´ıduos de histidina facilitam diversas reac¸o˜es
catalisadas por enzimas ao servirem como aceptores ou doares de pro´tons. Aspartato e glutamato possuem
um segundo grupo carboxila, responsa´vel pela cadeia lateral ser carregada negativamente. Res´ıduos de
aminoa´cidos incomuns sa˜o encontrados, por simples adic¸a˜o de pequenos grupos qu´ımicos a certas cadeias
7laterais de aminoa´cidos [4].
A maioria das plantas e bacte´rias conseguem sintetizar (produzir/fabricar pelas ce´lulas) todos
os aminoa´cidos, podendo esses aminoa´cidos estarem livres ou formando prote´ınas. Particularmente,
cada planta sintetiza todos os aminoa´cidos exceto um. Os aminoa´cidos que o ser humano sintetiza
sa˜o chamados na˜o essenciais: a´cido aspa´rtico, a´cido glutaˆmico, alanina, arginina, asparagina, ciste´ına,
glicina, glutamina, prolina, serina e tirosina. Enquanto que, os aminoa´cidos que o ser humano na˜o sintetiza
(portanto necessita teˆ-los em sua dieta) sa˜o chamados essenciais: Fenilalanina, histidina, isoleucina, lisina,
leucina, metionina, treonina, triptofano e valina [7].
As diferentes caracter´ısticas dos aminoa´cidos sa˜o responsa´veis pela vasta possibilidade de estru-
turas e conformac¸o˜es diferentes que as prote´ınas podem exibir. Cada prote´ına tem uma func¸a˜o qu´ımica
ou estrutural espec´ıfica, sugerindo que tenham uma u´nica estrutura tridimensional esta´vel nativa. Esta
estrutura resulta de interac¸o˜es f´ısicas que se estabelecem entre os aminoa´cidos das prote´ına, destacando-
se as interac¸o˜es entre as cadeias laterais R dos aminoa´cidos e, dessas, com o meio que as cerca. Essas
interac¸o˜es estabilizam a estrutura numa forma espec´ıfica e apropriada, condic¸o˜es estas necessa´rias para a
efetiva atividade biolo´gica das prote´ınas. As principais interac¸o˜es em prote´ınas sa˜o mostradas na Figura
??.
As principais interac¸o˜es que estabilizam a estrutura das prote´ınas sa˜o devido a ligac¸a˜o covalente
(em torno de 400 kJ/mol), ligac¸a˜o ioˆnica (em torno de 86 kJ/mol), ponte de hidrogeˆnio (em torno de
20 kJ/mol), interac¸a˜o de van der Walls e London (em torno de 0,3 kJ/mol), e o efeito hidrofo´bico. Este
u´ltimo, e´ observado quando duas mole´culas apolares em a´gua se juntam dando estabilidade a estrutura e
favorecendo a proximidade entre mole´culas apolares. O efeito hidrofo´bico em prote´ınas busca a ma´xima
estabilidade do sistema dobrando a prote´ına.
As interac¸o˜es intermoleculares sa˜o ta˜o importantes quanto a`s intramoleculares. As cadeias de
aminoa´cidos tendem a se enovelar maximizando o nu´mero de res´ıduos polares e carregados na superf´ıcie
para que potencializem a solvatac¸a˜o da prote´ına, formando ligac¸o˜es de hidrogeˆnio com as mole´culas de
a´gua, contribuindo para a sua solubilidade, sendo u´til para prote´ınas cujo mecanismo de ac¸a˜o seja a
hidro´lise. Solutos apolares o efeito entro´pico e´ importante [4].
Em resumo, a estabilidade de uma prote´ına pode ser medida pela variac¸a˜o de energia livre, a
uma dada temperatura, calculada usando dois termos importantes, o energe´tico oriundo das interac¸o˜es
intra e intermoleculares (contabilizado pela variac¸a˜o de entalpia do processo) e o entro´pico (contabilizado
pela variac¸a˜o de entropia do processo). E´ importante ressaltar que os aminoa´cidos na˜o formam prote´ınas
se estiverem ligados de qualquer forma. Para que as cadeias de aminoa´cidos formem uma prote´ına
ativa, devem ser dobradas de modo apropriado (e na ordem apropriada). Ale´m disso, uma cadeia de
aminoa´cidos qualquer na˜o necessariamente significa que seja um prote´ına, pois para ser chamada de
prote´ına, sa˜o va´rias cadeias de aminoa´cidos que unidas apresentam funcionalidade no organismo. Ou
seja, uma cadeia de aminoa´cidos na˜o representa uma prote´ına totalmente funcional, e´ apenas parte de
uma prote´ına. A estrutura formada pelas cadeias de aminoa´cidos, podem ser classificadas, o que sera´
explicado mais a` frente.
Sabendo que o conjunto de interac¸o˜es sa˜o responsa´veis pela manutenc¸a˜o da estrutura proteica,
8qualquer fator que perturbe essa rede de interac¸o˜es pode causar a perda de estrutura e, consequentemente,
da func¸a˜o, levando a` desnaturac¸a˜o. Os principais agentes desnaturantes sa˜o a temperatura, a pressa˜o, o
pH, dentre outros. Por exemplo, o primeiro agente altera a energia cine´tica e consequentemente muitas
interac¸o˜es fracas sa˜o rompidas pelo efeito te´rmico, enquanto que o pH pode, por exemplo, alterar as
cargas dos res´ıduos de aminoa´cidos e, portanto, provocar alterac¸o˜es dra´sticas nas interac¸o˜es locais. Em
geral, cada prote´ına possui uma atividade biolo´gica, seja ela catal´ıtica ou na˜o, que esta´ intimamente
relacionada a` estrutura tridimensional da mesma que e´ mantida por um balanc¸o delicado de forc¸as intra
e intermoleculares.
Para entendermos ainda mais sobre os aminoa´cidos, nota-se que eles se apresentam em treˆs formas
diferentes dependendo do pH do meio. No ser humano, o pH fisiolo´gico se encontra em torno de 7,4,
fazendo com que uma forma predominante de aminoa´cido seja encontrada e as outras duas na˜o. Para
entender melhor essa situac¸a˜o e´ preciso analisar o pK caracter´ıstico das mole´culas do aminoa´cido, sendo
K a constante de equil´ıbrio a´cido-base. Grupos carbox´ılicos dos aminoa´cidos tem pK em torno de 2,2,
ao passo que grupos amino tem pK em torno de 9,4 [7].
Figura 1.3: Aminoa´cidos em diferentes valores de pH; sa˜o a´cidos ou ba´sicos dependendo do pH; Figura
adaptada da refereˆncia [76].
Atrave´s da Figura 1.3, pode ser observado que um aminoa´cido pode agir como a´cido ou base. Os
aminoa´cidos em pH fisiolo´gico sa˜o mais solu´veis em solventes polares do que em apolares. As propriedades
ioˆnicas das cadeias laterais influenciam nas propriedades f´ısicas e qu´ımicas dos aminoa´cidos. O valor do
pK de 2,35 da glicina e´ muito menor do que o pK de 4,76 do a´cido ace´tico [11]. Essa grande diferenc¸a
nos valores de pK para o mesmo grupo funcional e´ causada pela influeˆncia eletrosta´tica do grupo amoˆnio
da glicina carregado positivamente. A influeˆncia eletroˆnica de um grupo funcional sobre outro depende
da distaˆncia entre eles. Ale´m disso, o controle do pH em soluc¸a˜o tampa˜o pode ser usado no estudo de
prote´ınas, por exemplo, para manter o valor do pH de uma soluc¸a˜o e evitar mudanc¸as bruscas.
Os aminoa´cidos possuem dois isoˆmeros o´pticos, dextro´giro(D) e levo´giro(L). Por convenc¸a˜o, o
primeiro gira o plano de luz polarizada no sentido hora´rio, e o segundo, gira no sentido contra´rio. Os
aminoa´cidos biologicamente ativos sa˜o sempre levo´giros. Os dextro´giros na˜o teˆm ac¸a˜o biolo´gica. Figura
adaptada da refereˆncia [11].
Em 1953, Miller conseguiu formar aminoa´cidos em laborato´rio, substaˆncias formadoras de prote´ı-
nas. Os aminoa´cidos produzidos eram metade levo´giros e metade dextro´giros. Pasteur em suas experieˆn-
9cias, descobriu que organismos vivos sa˜o compostos somente de aminoa´cidos levo´giros(L). Apo´s a morte
de um organismo, ao entrar em decomposic¸a˜o, os aminoa´cidos das prote´ınas do organismo comec¸am a
se transformar em dextro´giros, ate´ atingirem a proporc¸a˜o de metade levo´giros e metade de dextro´giros,
sendo assim chamada de mistura raceˆmica. Com excec¸a˜o da glicina, todos os aminoa´cidos obtidos de
prote´ınas sa˜o opticamente ativos, ou seja, giram o plano da luz polarizada. Em outras palavras, como as
mole´culas assime´tricas na˜o sa˜o sobrepon´ıveis a`s suas imagens especulares, quando analisadas assimetrica-
mente, pelo plano da luz polarizada ou por reagentes que tambe´m contenham centros quirais, elas podem
ser distinguidas ou manipuladas separadamente [11]. Atrave´s de um polar´ımetro, e´ poss´ıvel determinar
o isoˆmero o´ptico de uma substaˆncia opticamente ativa. Se a substaˆncia for levo´gira gira o plano de luz
polarizado no sentido hora´rio, mas caso seja dextro´gira gira no sentido contra´rio. Outra informac¸a˜o in-
teressante e´ que os aminoa´cidos absorvem mais quantidade de luz com comprimentos de onda na ordem
do ultravioleta.
Quando dois aminoa´cidos se ligam, ha´ a liberac¸a˜o de a´gua. Para ilustrar esse fato, suponha que
1000 aminoa´cidos valina fac¸am ligac¸o˜es pept´ıdicas, sendo que, estamos interessados em calcular a massa
molecular deste produto. Como a valina teˆm 5 carbonos, 2 oxigeˆnios, 1 nitrogeˆnio e 11 hidrogeˆnios, a
massa molecular de um u´nico aminoa´cido e´ 117 g/mol. Logo, a massa molecular de 1000 aminoa´cidos
deste e´ 117.000 g/mol. Quando estes aminoa´cidos sa˜o ligados ocorre a liberac¸a˜o de a´gua, portanto,
devemos descontar a massa molecular da a´gua que se formou. A a´gua tem massa molecular 18 g/mol,
assim, 1.000 mole´culas de a´gua tem 18.000 g/mol. O resultado da massa molecular de 1000 aminoa´cidos
valina ligados e´ a diferenc¸a entre a massa molecular dos 1000 aminoa´cidos, quando ainda na˜o ligados,
pela massa molecular da a´gua, o resultado e´ 99.000 g/mol. e´ interessante ver que para uma prote´ına com
n aminoa´cidos, existem 20 elevado a n poss´ıveis sequeˆncias.
A natureza hiera´rquica da arquitetura de prote´ınas pode ser descrita em n´ıveis de estruturas,
classificando em estrutura prima´ria, secunda´ria, tercia´ria e quaterna´ria [6]. A estrutura prima´ria de uma
prote´ına e´ simplesmente a sua sequeˆncia linear de aminoa´cidos definidos pela informac¸a˜o gene´tica da
ce´lula. A estrutura pode variar em treˆs aspectos: o nu´mero de aminoa´cidos, a sequeˆncia e a natureza dos
aminoa´cidos [6]. A estrutura prima´ria e´ tambe´m chamada de cadeia polipept´ıdica, contendo apenas as
ligac¸o˜es pept´ıdicas e poss´ıveis pontes de dissulfeto, sem interac¸o˜es entre cadeias laterais dos aminoa´cidos e
enovelamento. As pontes de dissulfeto, que pode ocorrer na estrutura prima´ria contida em uma prote´ına,
e´ a conexa˜o de dois aminoa´cidos quando os a´tomos de enxofre de cada aminoa´cido da ciste´ına fazem uma
ligac¸a˜o covalente por oxidac¸a˜o, liberando a´gua para o meio.
10
Figura 1.4: Demonstrac¸a˜o esquema´tica da restric¸a˜o do espac¸o conformacional que a introduc¸a˜o de pontes
dissulfeto proveˆ a` estrutura. Observe que conforme o aumento das pontes de dissulfeto em uma prote´ına
(da esquerda a` direita) delimita cada vez mais sua variac¸a˜o em relac¸a˜o a` estrutura nativa. Figura adaptada
da refereˆncia [22].
Pauling e corey [10] sabiam da importaˆncia das ligac¸o˜es de hidrogeˆnio nas ligac¸o˜es pept´ıdicas.
Eles conheciam os resultados experimentais de William Astbury, que, em 1930, conduziu estudos pioneiros
de prote´ınas com raios X. Com esta informac¸a˜o e seus dados sobre ligac¸a˜o pept´ıdica, e com a ajuda
de modelos constru´ıdos de forma precisa, Pauling e Corey iniciaram a determinac¸a˜o das conformac¸o˜es
prova´veis das mole´culas de prote´ınas [4].
Figura 1.5: Valores das energias para as ligac¸o˜es entre alguns a´tomos espec´ıficos comuns entre aminoa´ci-
dos.
O termo estrutura secunda´ria se refere a` conformac¸a˜o local de alguma parte da prote´ına. Se refere
a qualquer segmento de uma cadeia polipept´ıdica (cadeia de aminoa´cidos) e descreve o arranjo espacial
de seus a´tomos, e independe do tipo de aminoa´cido ou suas cadeias laterais R, pois a estrutura prima´ria
se refere as moleculas que esta˜o na cadeia principal da cadeia de aminoa´cidos. Na estrutura secunda´ria a
mesma cadeia polipept´ıdica se enovela devido as ligac¸o˜es de hidrogeˆnio entre aminoa´cidos adjacentes da
cadeia, novamente, sem interac¸o˜es entre cadeias lateraisR dos aminoa´cidos, ou seja, a estrutura secunda´ria
e´ quando consideramos as ligac¸o˜es pept´ıdicas e as ligac¸o˜es de hidrogeˆnio. Cada ligac¸a˜o de hidrogeˆnio que
ocorre e´ otimizada, entre um hidrogeˆnio da amina de um aminoa´cido e o oxigeˆnio da carboxila de outro
aminoa´cido, conferindo estabilidade a estrutura secunda´ria de uma prote´ına. A estrutura secunda´ria
descreve o arranjo espacial dos a´tomos na cadeia principal. Ocorre quando os aˆngulos diedros (φ e ψ,
Figura 1.6) permanecem quase iguais durante todo o segmento da prote´ına, e tambe´m, formadas por um
padra˜o regular de pontes de hidrogeˆnio entre os grupos amino e carboxil dos aminoa´cidos que esta˜o com
frequeˆncia pro´ximos uns dos outros na sequeˆncia linear ou estrutura prima´ria [7]. Quando os aminoa´cidos
esta˜o ligados, temos planos e aˆngulos de rotac¸a˜o, pois a unidade de ligac¸a˜o pept´ıdica e´ r´ıgida e plana.
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No final da de´cada de 30, Linus Pauling e Robert Corey iniciaram estudos cristalogra´ficos por difrac¸a˜o
de raios X da estrutura de aminoa´cidos e pept´ıdeos cuja meta era a obtenc¸a˜o das distaˆncias e aˆngulos
padro˜es das ligac¸o˜es entre os a´tomos de um aminoa´cido, e a utilizac¸a˜o desta informac¸a˜o na predic¸a˜o de
conformac¸o˜es proteicas. A Figura 1.6 mostra os aˆngulos diedros na cadeia polipept´ıdica.
Figura 1.6: Aˆngulos diedros de um polipept´ıdeo e os planos rigidos em cinza; Bola azul representa o
a´tomo de nitrogeˆnio, preto e´ carbono, vermelho e´ oxigeˆnio, e roxo temos a cadeia lateral que depende
do aminoa´cido. Localizamos o carbono central como o que esta´ ligado a cadeia lateral em roxo. Figura
adaptada da refereˆncia [5].
Figura 1.7: Reac¸a˜o de desidratac¸a˜o para ligar dois aminoa´cidos. Cadeia de aminoa´cidos e os aˆngulos
diedros. Figura adaptada da refereˆncia [28].
Os tipos de estruturas secunda´ria sa˜o α he´lices, folhas β e voltas β. A α he´lice e´ uma importante
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estrutura secunda´ria formada por pontes de hidrogeˆnio que mante´m a conformac¸a˜o da estrutura [5]. O
sentido de giro das α he´lices pode ser hora´rio (dextrorsa) ou anti-hora´rio (sinistrorsa). He´lices dextrorsas
sa˜o energeticamente mais favora´veis, porque nelas existem muito poucos conflitos este´ricos entre as cadeias
laterais e o arcabouc¸o [4]. Essencialmente todas as α he´lices em prote´ınas sa˜o dextrorsas. A Figura 1.8
mostra a α he´lice estabilizada pelas pontes de hidrogeˆnio.
Figura 1.8: Estrutura de uma α he´lice; as linhas tracejadas em vervelho representam as pontes de
hidrogeˆnio que estabilizam a he´lice; as pontes de hidrogeˆnio ocorrem entre o hidrogeˆnio de um aminoa´cido
com o oxigeˆnio de outro aminoa´cido que se encontra quatro aminoa´cidos a` frente; uma volta completa
na he´lice conte´m cerca de 3,6 aminoa´cidos. Estes sa˜o treˆs modelos que representam a mesma estrutura.
Figura adaptada da refereˆncia [5].
A cadeia lateral R (geralmente ilustrada em roxo na literatura e nestre trabalho) interfere na
capacidade do aminoa´cido em formar α he´lices caso ocorra repulso˜es eletrosta´ticas ou conflitos este´ricos.
Ramificac¸o˜es no a´tomo de carbono, como na valina, treonina e isoleucina tendem a desestabilizar as
he´lices devido a conflitos este´ricos. Serina, aspartato e asparagina tambe´m tendem a desestabilizar as
he´lices. Prolina possui estrutura fechada que a impede de assumir o aˆngulo phi para encaixar dentro
de uma α he´lice. Cadeias laterais apontam em direc¸a˜o perpendicular ao eixo da α he´lice. Grupamentos
qu´ımicos podem se ligar tanto nos terminais da he´lice quanto nas cadeias laterais da he´lice [4]. A α he´lice
pode ter aminoa´cidos hidrofo´bicos bem pro´ximos a aminoa´cidos hidrofo´bicos de outra he´lice, fazendo
com que se tenha uma regia˜o hidrofo´bica entre estas he´lices na prote´ına. Tipos especiais de he´lices esta˜o
presentes em duas prote´ınas comuns, a queratina α e o cola´geno, formando longas fibras que exercem um
papel estrutural. A queratina α consiste em duas he´lices dextrorsas mescladas, para formar um tipo de
superf´ıcie super-he´lice sinistrorsa. E o cola´geno conte´m treˆs cadeias polipepticas helicoidais estabilizadas
por ponte de hidrogeˆnio entre os filamentos, cada uma com quase 1000 aminoa´cidos de comprimento.
Glicina aparece a cada terceiro aminoa´cido na estrutura prima´ria porque na˜o ha´ espac¸o no centro da
he´lice, e com frequeˆncia aparece a sequeˆncia glicina-prolina-prolina [7]. Prote´ınas fibrosas fornecem
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suporte estrutural para ce´lulas e tecidos.
A folha β tambe´m e´ uma estrutura secunda´ria abundante em prote´ınas. A conformac¸a˜o folha β
teˆm esqueleto quase distendido, em forma de zigue-zague, podendo ser chamadas de folhas β paralelas e
antiparalelas. Quando as folhas esta˜o em arranjos pro´ximos, as cadeias laterais R devem ser pequenas
para que duas cadeias de aminoa´cidos possam forma uma u´nica estrutura. A presenc¸a de prolina favorece
a formac¸a˜o de folhas antiparalelas. A Figura 1.9 mostra a estrutura de uma folha beta antiparalela, onde
cada seta representa um trecho de uma cadeia de aminoa´cidos (tambe´m chamada de cadeia polipept´ıdica).
Figura 1.9: Estrutura de uma folha antiparalela; se apresentam como cadeias contra´rias ou fitas contra´rias
em que o conjunto forma uma folha; as fitas ou cadeias sa˜o unidas por ligac¸o˜es de hidrogeˆnio entre os
aminoa´cidos; geralmente tem forma de folha retorcida. Figura adaptada da refereˆncia [5].
A Figura 1.10 mostra uma folha β paralela.
Figura 1.10: Estrutura de uma folha paralela e uma antiparalela; veja que a folha beta paralela se
apresenta como fitas de mesmo sentido em que o conjunto formam uma folha; as fitas sa˜o unidas por
pontes de hidrogeˆnio entre os aminoa´cidos como pode ser visto; geralmente tem forma de folha retorcida.
Figura adaptada da refereˆncia [5].
As folhas podem ser quase planas, mas a maioria adota a forma um pouco retorcida. A Figura
1.11 mostra os poss´ıveis aˆngulos diedros encontrados nas estruturas de em forma de he´lices e folhas.
14
Figura 1.11: Poss´ıveis aˆngulos diedros encontrados nas estruturas secunda´rias de prote´ınas, em he´lices,
folhas e voltas [5].
Outra estrutura secunda´ria identificada sa˜o as voltas β observadas quando uma cadeia muda de
direc¸a˜o com frequeˆncia, para unir dois segmentos adjacentes de fitas (muitas vezes se encontram glicinas ou
prolinas). As voltas normalmente sa˜o encontradas pro´ximas a` superf´ıcie das prote´ınas quando analisamos
a estrutura como um todo. Em prote´ınas globulares quase um terc¸o dos res´ıduos de aminoa´cidos esta´ em
conformac¸a˜o de voltas. A Figura 1.12 mostra uma volta β e o nu´mero de regio˜es com voltas β em func¸a˜o
do nu´mero de res´ıduos de aminoa´cidos em 62 prote´ınas diferentes.
Figura 1.12: Volta β tipos I e II, e o nu´mero de regio˜es com voltas β em func¸a˜o do nu´mero de res´ıduos
de aminoa´cidos em 62 prote´ınas diferentes. Dois tipos de volta [5].
E´ relevante ressaltar que a prolina precisa mudar sua forma para que a prote´ına enovele. A
posic¸a˜o trans da prolina continua predominante nas prote´ınas enoveladas, e a posic¸a˜o cis torna-se a
forma preponderante nas prote´ınas desenoveladas. O enovelamento necessitara´, portanto, da passagem
da forma cis para a trans. Uma atividade enzima´tica da peptidilprolina isomerase e´ responsa´vel por esta
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transic¸a˜o.
A desnaturac¸a˜o de uma prote´ına pode ocorrer, por exemplo, por perda da conformac¸a˜o nativa,
pelo efeito da modificac¸a˜o de pH, ou da adic¸a˜o de sais minerais. Pode ser renaturada quando a desna-
turac¸a˜o e´ suave, na˜o ocorrendo quebra de ligac¸o˜es pept´ıdicas, mesmo com o desaparecimento de pontes
de hidrogeˆnio, interac¸o˜es hidrofo´bicas e, frequentemente, com a ruptura de pontes dissulfeto. Neste caso,
a eliminac¸a˜o progressiva do agente desnaturante permite que se renovele e que, assim, recupere a sua
func¸a˜o biolo´gica. A velocidade de renaturac¸a˜o depende do nu´mero de prolinas que precisam retornar a
forma tran.
Portanto, as prote´ınas podem ser classificadas em cinco categorias: Prote´ınas α, prote´ınas β,
prote´ınas α + β (As estruturas α e β sa˜o nitidamente separadas), prote´ınas α/β (as estruturas α e β
alternam-se de modo mais ou menos regular, e as prote´ınas sem estrutura secunda´ria (alc¸as). As prote´ınas
intracelulares pertencem a`s categorias α e α/β, e quase nunca teˆm pontes de dissulfeto. As prote´ınas
extracelulares sa˜o dos tipos β ou α + β. Ale´m disso, a grande maioria das prote´ınas das ce´lulas sa˜o
globulares.
O arranjo tridimensional dos a´tomos em uma prote´ına e´ composta de uma ou mais cadeias po-
lipept´ıdicas (estruturas secunda´rias), normalmente referidas como subunidades tercia´rias, considerando
suas cadeias laterais. Esta estrutura resulta de interac¸o˜es f´ısico-qu´ımicas que se estabelecem entre as
cadeias laterais R dos aminoa´cidos e com o meio. Essas interac¸o˜es estabilizam a estrutura em condi-
c¸o˜es necessa´rias para a efetiva atividade biolo´gica [7]. As interac¸o˜es fracas e de curto alcance, pore´m,
apresentam um efeito coletivo suficiente para serem consideradas fundamentais para a estrutura em uma
determinada regia˜o da prote´ına. Essas interac¸o˜es que estabilizam a estrutura tridimensional de uma pro-
te´ına, depende das propriedades dos aminoa´cidos que a compo˜e. A simples mutac¸a˜o de um u´nico res´ıduo
de aminoa´cido pode perturbar o equil´ıbrio das outras interac¸o˜es que estabilizam a estrutura da prote´ına
na sua conformac¸a˜o nativa, comprometendo a sua func¸a˜o biolo´gica.
A u´ltima arquitetura definida e´ a estrutura quaterna´ria, que se compreende a` estrutura obtida por
meio de associac¸o˜es de prote´ınas ja´ organizadas em n´ıvel tercia´rio. Alguns exemplos dessas estruturas sa˜o
prote´ınas encontradas na fibra muscular com func¸a˜o de contrac¸a˜o (como a Actina e a Miosina), func¸a˜o
de regulac¸a˜o (Troponina e Tropomiosina) e estrutural (Titina, Nebulina e Distrofina). A maioria das
prote´ınas sa˜o estruturas quaterna´rias, diferente da albumina que e´ uma estrutura tercia´ria. As estruturas
quaterna´rias sa˜o estabilizadas pelas mesmas interac¸o˜es intra e intermoleculares que ocorrem na estrutura
tercia´ria.
A estrutura nativa de uma prote´ına e´ resultado l´ıquido de va´rias interac¸o˜es atrativas e repulsivas
que envolvem forc¸as intramoleculares variadas, bem como a interac¸a˜o de va´rios grupos proteicos com a
a´gua como solvente circundante, tambe´m depende do ambiente da prote´ına. Mudanc¸as no estado nativo
da prote´ına, estado mais esta´vel com a energia livre mais baixa poss´ıvel, ou mudanc¸as no ambiente de
varia´veis como pH, forc¸a ioˆnica, temperatura e composic¸a˜o de solvente, forc¸ara´ a prote´ına a assumir
uma nova estrutura de equil´ıbrio. A desnaturac¸a˜o prote´ica se caracteriza quando qualquer modificac¸a˜o
na conformac¸a˜o da estrutura secunda´ria, tercia´ria ou quartena´ria prote´ına ocorre sem necessariamente
houver rompimento das ligac¸o˜es pept´ıdicas envolvidas na estrutura prima´ria. Como as estruturas sa˜o
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mantidas por interac¸o˜es fracas sa˜o facilmente quebradas quando expostas a calor, a´cidos, sais ou a´lcool.
A` perda da estrutura tridimensional e´ chamada de desnaturac¸a˜o.
A estrutura nativa de uma prote´ına e´ uma entidade bem definida, com coordenadas estruturais
para cada a´tomo da mole´cula, o mesmo na˜o ocorre com a estrutura desnaturada. A desnaturac¸a˜o e´ um
fenoˆmeno no qual o estado inicial bem definido de uma prote´ına formada sob condic¸o˜es fisiolo´gicas e´
transformado em uma estrutura final mal definida sob condic¸o˜es na˜o fisiolo´gicas, usando-se um agente
desnaturante. Na˜o envolve nenhuma mudanc¸a qu´ımica na prote´ına.
Muitas prote´ınas biologicamente ativas perdem sua atividade apo´s desnaturac¸a˜o. Prote´ınas ali-
mentares diminuem a solubilidade e algumas propriedades funcionais. Em prote´ınas de leguminosas, a
desnaturac¸a˜o te´rmica melhora acentuadamente a digestibilidade das prote´ınas. Dependendo das ligac¸o˜es
que estabilizam sua conformac¸a˜o, da intensidade e do tipo de agente desnaturante, a destanurac¸a˜o pode
ser revers´ıvel ou irrevers´ıvel.
O calor e´ o agente desnaturante mais utilizado no processamento e na preservac¸a˜o de alimentos.
As prote´ınas passam por graus variados de desnaturac¸a˜o durante o processamento. Isso pode afetar
suas propriedades funcionais em alimentos, sendo, por isso, importante que se entendam os fatores que
afetam a desnaturac¸a˜o proteica. O calor na˜o muda a carga das prote´ınas, pois as cargas que estariam
livres ficam presentes mais na superf´ıcie ligadas a` a´gua. O calor rompe as ligac¸o˜es de hidrogeˆnio e ligac¸o˜es
eletrosta´ticas que estabilizam a conformac¸a˜o prote´ica causando o desenrolamento da cadeia e a velocidade
de desnaturac¸a˜o depende da temperatura. A´gua facilita a desnaturac¸a˜o te´rmica das prote´ınas. O efeito
da hidratac¸a˜o sobre a termoestabilidade esta´ relacionado a` dinaˆmica da prote´ına.
No estado seco, as prote´ınas apresentam estrutura esta´tica, isto e´, os segmentos polipet´ıdicos
teˆm mobilidade restrita. A` medida que o conteu´do de a´gua aumenta, a hidratac¸a˜o e a penetrac¸a˜o parcial
da a´gua nas cavidades de superf´ıcie causam expansa˜o da prote´ına. A expansa˜o da prote´ına aumenta a
mobilidade e a flexibilidade da cadeia, sendo que as mole´culas assumem uma estrutura mais dinaˆmica.
Aquecimento promove maior acesso de a´gua as pontes salinas e a`s pontes de hidrogeˆnio peptidicas do
que seria poss´ıvel no estados seco. Sais e ac¸u´cares afetam a termoestabilidade das prote´ınas em soluc¸o˜es
aquosas.
A desnaturac¸a˜o induzida pela pressa˜o pode ocorrer a 25oC. A desnaturac¸a˜o de prote´ınas induzida
pela pressa˜o ocorre porque as prote´ınas sa˜o flex´ıveis e compress´ıveis. As prote´ınas globulares possuem
espac¸os vazios no interior da prote´ına, enquanto que prote´ınas fibrosas, em sua maioria, sa˜o desprovidas
de espac¸os vazios, sendo assim, mais esta´veis a alta pressa˜o. A desnaturac¸a˜o proteica induzida por pressa˜o
e´ altamente revers´ıvel. A maior parte das enzimas, em soluc¸o˜es dilu´ıdas, recupera sua atividade, uma vez
que a pressa˜o seja reduzida a pressa˜o atmosfe´rica. A presso˜es maiores ocorre a desnaturac¸a˜o; quando a
pressa˜o e´ removida as subunidades reassociam-se e a restaurac¸a˜o completa da atividade enzima´tica ocorre
depois de va´rias horas.
As presso˜es hidrosta´ticas sa˜o usadas para processamento de alimentos para inativac¸a˜o microbiana
ou geleificac¸a˜o intencional do material. A geleificac¸a˜o, como ocorre na clara do ovo e em prote´ına de soja,
sa˜o ge´is macios compadados aos induzidos termicamente. A exposic¸a˜o do mu´sculo da carne a pressa˜o
causa fragmentac¸a˜o parcial das miofibrilas, o que pode ser u´til no amaciamento da carne e na geleificac¸a˜o
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das prote´ınas da carne. O processamento sob pressa˜o difere do processamento te´rmico, pois na˜o ocorre
danos aos aminoa´cidos essenciais, a cor natural e ao sabor dos alimentos na˜o causa o desenvolvimento de
produtos to´xicos como em processamento qu´ımico.
A desnaturac¸a˜o tambe´m pode ocorrer por cisalhamento mecaˆnico atrave´s de agitac¸a˜o, amassa-
mento e batimento, por exemplo. Neste caso, a prote´ına desnatura e precipita quando agitadas. Ocorre
devido a incorporac¸a˜o de bolhas de ar e da adsorc¸a˜o de mole´culas de prote´ınas na interface ar-l´ıquido.
Assim, va´rias operac¸o˜es do processamento de alimentos envolvem alta pressa˜o, cisalhamento e altas tem-
peraturas.
Quando a desnaturac¸a˜o e´ causada por agentes qu´ımicos, envolve o rompimento ou formac¸a˜o de
ligac¸o˜es covalentes geralmente tornando a desnaturac¸a˜o irrevers´ıvel, por exemplo, atrave´s de alterac¸o˜es
no pH. A utilizac¸a˜o de solventes orgaˆnicos e´ outro fator, pois alteram a constante diele´trica e portanto,
as forc¸as eletrosta´ticas que contribuem para estabilizac¸a˜o das prote´ınas. As substaˆncias que rompem
interac¸o˜es hidrofo´bicas sa˜o solventes apolares que penetram nas regio˜es hidrofo´bicas.
Solutos de baixo peso molecular afetam a estabilidade proteica em soluc¸o˜es aquosas, como ure´ia,
detergentes, ac¸u´cares e sais neutros, por romperem as ligac¸o˜es por ponte de hidrogeˆnio. A interac¸a˜o
destes aditivos com a superf´ıcie da prote´ına promove o desdobramento, de modo que as superf´ıcies na˜o
polares inseridas estejam mais expostas a` interac¸a˜o favora´vel com o aditivo. Enquanto que alguns sais
neutros (sulfato, fosfato e sais de fluoreto de so´dio) estabilizam as prote´ınas, outros sais (brometo, iodeto,
perclorato e tiocianato) desestabilizam a estrutura. Estes sais diminuem a hidratac¸a˜o prote´ica e ligam-se
fortemente as prote´ınas. O mecanismo dos efeitos dos sais sobre a estabilidade estrutural das prote´ınas
esta´ relacionado a sua capacidade relativa de se ligar a`s prote´ınas e alterar suas propriedades de hidratac¸a˜o.
Sais que estabilizam prote´ınas aumentam a hidratac¸a˜o proteica, ligando-se fracamente a ela. Sais que
desestabilizam prote´ınas diminuem a hidratac¸a˜o proteica e ligam-se fortemente a proteina.
Um dos efeitos da desnaturac¸a˜o prote´ica e´ a reduc¸a˜o da solubilidade, devido ao aumento da
exposic¸a˜o de res´ıduos hidrofo´bicos, mudando a capacidade de se ligar com a a´gua. Ha´ xposic¸a˜o das
ligac¸o˜es pept´ıdicas e o aumento da viscosidade devido a reduc¸a˜o da solubilidade pelo desenrolamento das
cadeias.
As prote´ınas sa˜o associadas com base no grau de semelhanc¸a entre suas sequeˆncias de aminoa´cidos.
Membros de uma mesma famı´lia costumam ser ideˆnticos em 25 por cento ou mais de suas sequeˆncias,
e prote´ınas nessas famı´lias geralmente compartilham no mı´nimo algumas caracter´ısticas funcionais e
estruturais [4]. O conhecimento da estrutura de uma prote´ına pode fornecer informac¸o˜es sobre a sua
func¸a˜o (hormoˆnio, anticorpo, enzima, etc.), localizac¸a˜o celular, evoluc¸a˜o, relac¸a˜o com doenc¸as e disfunc¸o˜es
biolo´gicas.
As prote´ınas de interesse nesse trabalho tem func¸a˜o enzima´tica, assim, na literatura, sa˜o chamadas
de enzimas. As enzimas sa˜o comumente utilizadas em va´rias aplicac¸o˜es industriais, e a demanda para
aumentar a estabilidade, atividade e especificidade destas crescem rapidamente. O mercado mundial de
enzimas apresenta valor comercial de bilho˜es de do´lares anuais. As enzimas mais produzidas mundialmente
sa˜o as hidrolases, com as carbohidrolases formando o segundo grande grupo, aproximadamente 25 por
cento do mercado mundial de enzimas correspondem a`s enzimas pectinases. Estas foram usadas na
18
indu´stria de rac¸a˜o nos anos 30. Durante as duas de´cadas seguintes, o uso de celulases, hemicelulases e
pectinases cresceu consideravelmente, especialmente nas indu´strias teˆxtil, de rac¸a˜o, uva e vinho assim
como produc¸a˜o de polpa e papel, desde enta˜o, cerca de 25 por cento do mercado mundial de enzimas
correspondem a`s enzimas pectinases [29].
As enzimas sa˜o biocatalisadores com propriedades que as tornam altamente atrativas, pois au-
mentam a taxa de reac¸a˜o qu´ımica sem sofrer transformac¸a˜o. Ale´m de serem ativas e versa´teis, elas
catalisam uma se´rie de transformac¸o˜es de modo seletivo, ra´pido e em condic¸o˜es brandas de reac¸a˜o, o
que as difere dos catalisadores convencionais. Outra vantagem na utilizac¸a˜o de enzimas e´ a facilidade
em se regular a atividade enzima´tica, pois para isso basta modificar a natureza do meio de reac¸a˜o, alte-
rar o pH ou adicionar suplementos. Geralmente, possuem alta especificidade como consequeˆncia de sua
conformac¸a˜o tridimensional.
As prote´ınas ligam-se a mole´culas espec´ıficas chamadas de ligantes e a regia˜o de ligac¸a˜o e´ chamada
de s´ıtio de ligac¸a˜o. As interao˜es sa˜o do tipo pontes de hidrogeˆnio, atrac¸o˜es eletrosta´ticas coulombianas e
de van der Waals, ou seja, do na˜o covalentes. A prote´ına enovelada cria uma cavidade com suas cadeias
laterais fazendo a ligac¸a˜o com seus ligantes, alterando sua reatividade. Ver Figura 1.13.
Figura 1.13: Modo de ac¸a˜o das enzimas em seus respectivos ligantes [77].
Conhecer as estruturas e interac¸o˜es f´ısico-qu´ımicas que formam as prote´ınas torna mais fa´cil o
entendimento dos me´todos computacionais para a predic¸a˜o de suas estruturas. O Protein Data Bank
(PDB) e´ responsa´vel por coletar, armazenar e distribuir estruturas tridimensionais de prote´ınas e os
conjuntos de dados, que informam como as estruturas moleculares foram obtidas. O PDB foi estabelecido
no Brookhaven National Laboratories em 1971, como um reposito´rio para estruturas de macromole´culas
biolo´gicas determinadas por va´rios me´todos experimentais, principalmente cristalografia por difrac¸a˜o de
raios X e ressonaˆncia magne´tica nuclear [6]. A Figura 1.14 mostra a estrutura tridimensional da prote´ına
pectina metilesterase do suco de cenoura obtida do PDB.
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Figura 1.14: Estrutura tridimensional da prote´ına pectina metilesterase do suco de cenoura obtida do
PDB. O programa para visualizar o arquivo com formato .pdb obtido do PDB foi o PyMol.
Ha´ problemas na˜o resolvidos ao predizer a estrutura tridimensional de prote´ınas a partir da
sequeˆncia de aminoa´cidos. Predizer com precisa˜o a func¸a˜o prote´ica a partir da sequencia de aminoa´cidos,
e´ importante para a construc¸a˜o de novas prote´ınas. Anfinsen [12] postulou que e´ poss´ıvel definir um
campo de forc¸a baseado nas interac¸o˜es f´ısico-qu´ımicas entre a´tomos, incluindo o solvente, e usar um
me´todo de procura de enovelamento, tal como a dinaˆmica molecular (DM), para determinar a estrutura
mais esta´vel da prote´ına em uma determinada temperatura no solvente [13]. Pore´m, nestre trabalho,
estamos em busca de analizar o comportamento da prote´ınas sobre alterac¸o˜es na pressa˜o externa.
Cap´ıtulo 2
Espalhamento de raios X a baixos
aˆngulos
Conhecer as prote´ınas prove´m de conhecer a relac¸a˜o estrutura-func¸a˜o. Existem algumas te´cnicas
experimentais capazes de esclarecer a estrutura das prote´ınas, como por exemplo, a ressonaˆncia magne´tica
nuclear (NMR) e a cristalografia de raios X, responsa´vel pela maior parte das estruturas depositadas no
banco de dados de prote´ınas (Protein Data Bank - PDB). Um desafio e´ obter o cristal da prote´ına que
se deseja estudar. A te´cnica de espalhamento de raios X a baixos aˆngulos (SAXS) e´ muito u´til, ja´ que
permite a medida do tamanho, da forma e de poss´ıveis interac¸o˜es entre as part´ıculas espalhadoras [21].
Em trabalhos futuros, pretendemos comparar o raio de giro das pectinases, obtido atrave´s de
simulac¸o˜es computacionais, com medidas de SAXS que pretendemos obter no Laborato´rio Nacional de
Luz S´ıncrotron (LNLS) na Unicamp.
Figura 2.1: Ilustrac¸a˜o da linha de SAXS (D11A) do Laborato´rio Nacional de Luz S´ıncrotron, Unicamp
[21].
Considere um sistema de part´ıculas ideˆnticas e esfericamente sime´trico, que simbolize o caso de
prote´ınas globulares, podemos escrever a intensidade de espalhamento como sendo [21]:
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I(q) = knp〈F 2(q)〉
(
1 + 4pinp
∫ ∞
0
(g(r)− 1)sen(qr)
qr
r2dr
)
= knpP (q)S(q) (2.1)
onde k e´ uma constante determinada pela curva de SAXS de uma amostra padra˜o, np e´ a densidade
nume´rica das part´ıculas. P (q) = 〈F 2(q)〉 e´ o fator de forma da part´ıcula espalhadora, sendo F (q) a
amplitude do espalhamento e q = 4piλ senθ, λ o comprimento de onda da radiac¸a˜o incidente e 2θ o aˆngulo
de espalhamento;
S(q) =
(
1 + 4pinp
∫ ∞
0
(g(r)− 1)sen(qr)
qr
)
, (2.2)
sendo g(r) a func¸a˜o de distribuic¸a˜o radial relacionada a` probabilidade de se encontrar uma part´ıcula a
uma distaˆncia r de uma part´ıcula de refereˆncia.
E´ interesse desse trabalho a informac¸a˜o de que o raio de girac¸a˜o pode ser extra´ıdo de uma curva
de SAXS, porque, para trabalhos futuros, os resultados do raio de girac¸a˜o podem ser comparados as
medidas de SAXS. Assim, para descrever o modelo teo´rico aplicado a te´cinca de SAXS, considere o caso
de um de sistemas na˜o interagentes, com isso, S(q) ≈ 1. A curva de espalhamento para q −→ 0 pode ser
aproximada por uma func¸a˜o exponencial, tal que [36]:
I(q −→ 0) = I(0)e
q2R2g
3 (2.3)
sendo que, I(0) e´ a intensidade quando q = 0. Vale na regia˜o em que qRg < 1 ou igual a 1. Assim, I(0)
pode ser escrita como:
I(0) = knp∆ρ
2V 2 (2.4)
onde ∆ρ = ρpartcula − ρmeio e´ o contraste de densidade eletroˆnica da part´ıcula em relac¸a˜o ao meio e V e´
o volume da estrutura espalhadora.
A intensidade de espalhamento tambe´m pode ser escrita atrave´s da func¸a˜o de distribuic¸a˜o de
distaˆncias, p(r), pela equac¸a˜o ([33], [34], [35]):
p(r) =
1
2pi2
∫ ∞
0
I(q)qrsen(qr)dq (2.5)
Atrave´s de p(r), podemos obter o raio de girac¸a˜o, Rg, atrave´s da relac¸a˜o ([33], [34], [35]):
R2g =
∫DMAX
0
p(r)r2dr
2
∫DMAX
0
p(r)dr
(2.6)
onde p(r) pode ser obtida atrave´s da transformada inversa de Fourier de I(q) da curva de SAXS [36].
As medidas de SAXS sa˜o utilizadas como forma de determinar a estrutra prote´ica de muitas
prote´ınas, por exemplo, determinando seu raio de girac¸a˜o. E com o raio de girac¸a˜o podemos investir
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a conformac¸a˜o prote´ica. Tambe´m podemos investigar a desnaturac¸a˜o de prote´ınas, como as pectinases
utilizadas na fabricac¸a˜o de sucos industriais, para verificar se essas prote´ınas desnaturam sobre altas
presso˜es.
A dificuldade de ca´lcular o fator de estrutura S(q) e´ devido a impossibilidade de descrever de
modo exato a distribuic¸a˜o de cargas na superf´ıcie de uma prote´ına e o potencial de interac¸c¸oes envolvidas
no sistema. Mas, quando a prote´ına e´ globular, a estrutura pode ser aproximada como uma distribuic¸a˜o
esfericamente sime´trica. Entretanto, para prote´ınas na˜o globulares a estrutura na˜o tem simetria esfe´rica.
Com isso, o potencial de interac¸a˜o entre prote´ınas perde a simetria esfe´rica [21].
Cap´ıtulo 3
Prote´ınas utilizadas na fabricac¸a˜o de
sucos industriais
No processamento de sucos insdustriais, os alimentos sa˜o submetidos a altas temperaturas por
um certo per´ıodo de tempo, causando como modificac¸o˜es indeseja´veis no sabor, viscosidade, cor, cheiro
e no conteu´do nutriticional. O processamento do suco utilizando alta pressa˜o consiste em submeter o
produto a presso˜es acima de 100MPa, com o objetivo de destruir microrganismos e inativar (ou na˜o)
enzimas.
Uma das vantagens do tratamento a` alta pressa˜o na pasteurizac¸a˜o de sucos de fruta e´ em preservar
as caracter´ısticas naturais do produto, como frescor e conteu´do vitamı´nico, o que atende a procura por
produtos cada vez mais parecidos com os sucos frescos. A alta pressa˜o e´ utilizada para o despolpamento
do fruto e pasteurizac¸a˜o, pore´m, na˜o degrada uma quantidade significativa de substaˆncias que rete´m
nutrientes, como a pectina, presentes nas ce´lulas vegetais. Ao mesmo tempo que se deseja desnaturadar
prote´ınas indesejadas na fabricac¸a˜o do suco de frutas, na˜o se deseja desnaturar prote´ınas que ajudam a
degradar a pectina, substaˆncia retentora de nutrientes, e que altera principalmente a viscosidade, sabor
e cor dos sucos. As prote´ınas que aumentam os rendimentos no processamento dos sucos, acelerando os
processos industriais, sa˜o extra´ıdas de fungos e bacte´rias. As prote´ınas que degradam a pectina sa˜o as
pectinases, que sa˜o responsa´veis por catalizar as reac¸o˜es quimicas que quebram as ligac¸o˜es que compo˜em a
estrutura da pectina. As pectinases sa˜o prote´ınas com func¸a˜o de enzimas, pois sa˜o prote´ınas catalizadoras
de reac¸o˜es qu´ımicas espec´ıficas. Dentre inu´meras enzimas existentes, como a insulina e a hemoglobina, as
pectinases apresentam destaque no setor industrial. Para obtenc¸a˜o de enzimas microbianas, e´ necessa´ria
a selec¸a˜o de um microrganismo. As linhagens espec´ıficas de microrganismos empregados na produc¸a˜o de
pectinases sa˜o, originalmente, obtidas por isolamento a partir de culturas de fungos.
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Figura 3.1: Estrutura ba´sica de uma ce´lula vegetal. A ce´lula vegetal compo˜e o tecido vegetal do fruto.
A parede celular prima´ria e a lamela me´dia, conte´m grande quantidade de pectina que e´ degrada por
prote´ınas enzima´ticas chamadas de pectinases. Essas pectinases sa˜o produzidas por fungos. Vemos a
atuac¸a˜o desses fungos quando conseguem penetrar a casca de uma fruta, utilizando prote´ınas como as
pectinases para degradar a parede celular e a lamela me´dia das ce´lulas que compo˜em o tecido vegetal da
casca. Figura da internet com refereˆncia na˜o encontrada.
As pectinases foram as primeiras prote´ınas utilizadas no setor industrial. Em 1930 iniciou sua
aplicac¸a˜o comercial na preparac¸a˜o de sucos de fruta. Cerca de 30 anos depois, iniciou-se a aplicac¸a˜o
dessas prote´ınas com maior eficieˆncia, podendo participar na composic¸a˜o, processamento, deteriorac¸a˜o e
conservac¸a˜o dos sucos de fruta. Hoje, pectinases sa˜o as enzimas que mais crescem no setor comercial,
sendo extra´ıdas de bacte´rias, fungos e leveduras [51, 49, 50].
A produc¸a˜o comercial de pectinases para os mais diversos fins tem sido um campo crescente da
biotecnologia [51]. Este estudo pode levar a uma melhor produc¸a˜o de pectinases e reduzir os custos de
produc¸a˜o. Ale´m disso, o estudo sobre o efeito que o meio tem sobre a pectinases pode nos dar mais
informac¸o˜es caracter´ısticas das prote´ınas para aumentar o rendimento nos processos de fabricac¸a˜o.
3.1 Substaˆncias pe´cticas
Como esse estudo trata de prote´ınas chamadas pectinases utilizadas no processamento de sucos
industriais, ao observar que essas prote´ınas degradam substaˆncias pe´cticas presentes no suco, vemos a
necessidade de discorrer uma explicac¸a˜o sobre a interfereˆncia das substaˆncias pe´cticas no processamento
do suco de frutas, e sua relac¸a˜o com as prote´ınas pectinases investigadas nesse trabalho.
Substaˆncias pe´cticas, tambe´m conhecidas como pectinas, sa˜o heteropolissaca´ridos que se encon-
tram na lamela me´dia e na parede celular prima´ria de vegetais superiores [53, 58], e sa˜o degradadas
por prote´ınas enzima´ticas chamadas pectinases. A composic¸a˜o das substaˆncias pe´cticas dependem das
espe´cies vegetais, tecido vegetal, estado de crescimento e maturac¸a˜o, e condic¸o˜es de crescimento.
As substaˆncias pe´cticas correspondem a 0.5 − 4 por cento do peso de material fresco, e pode
chegar a cerca de 30 por cento do material seco.
As substaˆncias pe´cticas sa˜o um grupo heterogeˆneo de carboidratos, ocorrendo em todos os ve-
getais superiores, em quantidades diferentes. Sa˜o encontradas em tecidos vegetais, em suas paredes
celulares e lamela me´dia ou espac¸o entre ce´lulas. A principal func¸a˜o destas substaˆncias e´ estrutural.
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Elas sa˜o responsa´veis pela unia˜o das ce´lulas umas as outras, ale´m de serem componentes da parede ce-
lular prima´ria, junto a celulose e a hemicelulose. Sa˜o polissacar´ıdeos a´cidos, cujo componente principal
e´ um derivado da D-galactose, com o grupo hidrox´ılico do carbono 6 oxidado a carbox´ılico, denominado
a´cido D-galacturoˆnico. Existem diferentes substaˆncias pe´cticas, a nomenclatura proposta pela American
Chemical Society e´ apresentada a seguir.
Substaˆncias pe´cticas sa˜o derivados de carboidratos que conteˆm grande proporc¸a˜o de unidades de
a´cido galacturoˆnico anidro. Os grupos carbox´ılicos do a´cido poligalacturoˆnico podem estar parcialmente
esterificados por grupos metila, ou parcialmente ou totalmente neutralizados por uma ou mais bases [25].
Protopectina e´ o composto insolu´vel em a´gua, que ocorre em vegetais superiores, a partir do qual
se obteˆm as substaˆncias pe´cticas por hidro´lise restrita [25]. A insolubilidade deste composto em a´gua deve-
se ao tamanho do pol´ımero ou a` ligac¸a˜o com ca´tions bivalentes como Ca+2 e ou outros polissacar´ıdeos,
como celulose e hemicelulose. A protopectina pode ser decomposta por meio de aquecimento em presenc¸a
de a´cidos dilu´ıdos, liberando os a´cidos pect´ınicos e os a´cidos pe´cticos.
Figura 3.2: Parede celular da ce´lula vegetal contendo Pectina, Hemicelulose e Celulose [53].
A´cidos pect´ınicos sa˜o os a´cidos poligalacturoˆnicos contendo uma quantidade significativa de gru-
pos metil e´ster. Sa˜o capazes de formar ge´is na presenc¸a de ac¸u´car e pH a´cido. Se o teor de metoxila
for baixo, a formac¸a˜o de gel podera´ ocorrer quando certos ı´ons meta´licos como ca´tions bivalentes Ca+2
estiverem presentes em soluc¸a˜o. Os sais de a´cidos pect´ınicos sa˜o pectatos neutros ou a´cidos [25].
A´cido pe´ctico e´ aplicado a`s substaˆncias pe´cticas compostas, em sua maior parte, por a´cidos
poligacturoˆnicos completamente livres de grupos metil e´ster. Os sais dos a´cidos pe´cticos sa˜o pectatos
neutros ou a´cidos [26].
Pectina sa˜o os a´cidos pect´ınicos com teor de grupos metil e´ster e grau de neutralizac¸a˜o varia´veis,
solu´veis em a´gua e capazes de formar ge´is com ac¸u´car e pH a´cido [25]. A pectina e´ definida como sendo
o material polime´rico solu´vel, no qual pelo menos 75 por cento dos grupos carbox´ılicos das unidades de
a´cidos galacturoˆnicos encontram-se esterificados e com presenc¸a de metanol [26].
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Figura 3.3: Estrutura da pectina. Estrutura pouco degradada sobre alta pressa˜o. Figura adaptada da
refereˆncia [68]
Figura 3.4: Estrutura de ligac¸a˜o cruzada entre homogalacturonanas (formando gel), intermediadas por
ı´ons de ca´lcio bivalentes Ca+2. Figura adaptada da refereˆncia [67].
Nas frutas na˜o maduras a pectina esta´ ligada a` microfibrila de celulose na parede celular. Esta
pectina insolu´vel e confere rigidez a`s paredes celulares. Contudo, durante o amadurecimento, a estrutura
da pectina e´ alterada por enzimas naturais da fruta. Estas alterac¸o˜es envolvem a rutura total da cadeira
de pectina ou de cadeias laterais ligadas a`s unidades, que foram a cadeia principal. Em ambos os casos, a
pectina torna-se mais solu´vel e obte´m-se, consequentemente, um tecido vegetal amolecido [54]. Apresen-
tam peso molecular varia´vel, contudo elevado (entre 25 e 360 kDa) [53] e sa˜o carregadas negativamente
[55].
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Figura 3.5: Conteu´do de pectina encontrado em alguns frutos [52].
A pectina e´ definida como uma famı´lia de polissaca´ridos complexos que conte´m unidades de
a´cido D-galacturo´nico. Esta famı´lia compreende 4 classes de pol´ımeros, denominados de polissaca´ridos
pe´cticos: homogalacturonanas (HG), ramnogalacturonanas do tipo I (RG I), galacturonanas substitu´ıdas
(SB), entre as quais encontram-se as ramnogalacturonanas do tipo II (RG II) [56, 57] e xilogalacturonanas
(XG) [58]).
Figura 3.6: Estruturas propostas para a pectina. Mostra a estrutura cla´ssica, com as cadeias principais
de HG, RG-I e RG-II conectadas. E mostra uma proposta alternativa, onde RG-I e´ a cadeia principal e
as outras estruturas sa˜o cadeias laterais [67].
As substaˆncias pe´cticas sa˜o responsa´veis pela consisteˆncia, turbidez e apareˆncia dos sucos de
fruta, e a sua presenc¸a provoca um aumento considera´vel na viscosidade do suco, dificultando a filtrac¸a˜o
e a clarificac¸a˜o [53].
3.2 Pectinases
Como este trabalho estuda o efeito da pressa˜o em prote´ınas utilizadas no processamento de sucos
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industriais, as chamadas pectinases, segue uma explicac¸a˜o sobre essas prote´ınas.
As pectinases sa˜o prote´ınas com func¸a˜o enzima´tica, ou seja, de catalizar reac¸o˜es qu´ımicas. Au-
mentam ainda mais o rendimento da extrac¸a˜o de suco e melhora o processamento de frutas e vegetais,
sem causar grande impacto nos custos de produc¸a˜o. Essas enzimas sa˜o utilizadas para macerar a polpa
ate´ a liquefac¸a˜o parcial ou total da fruta/vegetal, diminuindo o tempo de processamento e melhorando a
extrac¸a˜o dos componentes, como, por exemplo, cor. Mesmo apo´s a extrac¸a˜o dos sucos, as pectinases sa˜o
tambe´m adicionadas para clarificac¸a˜o e diminuic¸a˜o de viscosidade, facilitando, posteriormente, a filtrac¸a˜o
e a concentrac¸a˜o. Um bom exemplo de aplicac¸a˜o pra´tica de diferentes pectinases e´ observado na Figura
2. Aqui, extratos fu´ngicos foram otimizados para conter diferentes pectinases (PG, PL e PE), que foram
enta˜o aplicados para a extrac¸a˜o de suco de laranja (a` esquerda da ??) e mac¸a˜ (a` direita da Figura ??).
Pode-se observar um aumento do rendimento de extrac¸a˜o de sucos em relac¸a˜o ao controle (tubos C) e
clarificac¸a˜o deles, principalmente quando PG e´ utilizada. Interessantemente observa-se somente uma pe-
quena quantidade de tampa˜o no tubo controle de mac¸a˜, o que comprova a eficieˆncia do uso de pectinases
para extrair sucos de frutas [52].
Figura 3.7: Uso de extratos fu´ngicos contendo majoritariamente diferentes atividades de pectinases na
extrac¸a˜o de sucos de (esquerda) laranja e (direita) mac¸a˜. Legenda: C- Controle; PE- extrato contendo
maior atividade de pectinesterase; PL- extrato contendo maior atividade de pectinaliase; e PG- extrato
contendo maior atividade de poligalacturonase. Figura adaptada da refereˆncia [52].
As enzimas sa˜o catalisadores biolo´gicos que aumentam a velocidade das reac¸o˜es e, apresentam
um nu´mero de caracter´ısticas que tornam o seu uso vantajoso comparadas com os catalisadores qu´ımicos
convencionais. Entre essas caracter´ısticas vantajosas esta´ um n´ıvel elevado de eficieˆncia catal´ıtica, muitas
vezes superior ao dos catalisadores qu´ımicos, e o elevado grau de especificidade que lhes permite discri-
minar na˜o so´ entre reac¸o˜es mas tambe´m entre substratos (especificidade do substrato), partes similares
de mole´culas (regioespecificidade) e entre iso´meros o´ticos (esterioespecificidade) [59, 65]. O conceito de
centro ativo ou centro catal´ıtico e´ definido como a zona espec´ıfica e tridimensional da prote´ına que per-
mite a interac¸a˜o espec´ıfica com o substrato. E´ neste local espec´ıfico que ocorre a reac¸a˜o qu´ımica. A isto
se deve a enorme especificidade das enzimas relativamente aos substratos.
Existem dois modelos que explicam a ligac¸a˜o do substrato e formac¸a˜o do complexo enzima-
substrato 3.8. O primeiro modelo, designado modelo chave-fechadura de Emil Fisher (1894), pressupo˜e
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que o substrato e o centro ativo tera˜o formas complementares, baseando-se, assim, na especificidade
da ac¸a˜o enzima´tica. O segundo modelo corresponde ao modelo de Koshland (modelo de conformac¸a˜o
induzida) em que, tal como diz o conceito, o substrato e o centro ativo so´ sa˜o complementares apo´s a
ligac¸a˜o. A forma do centro ativo e´ modificada pela ligac¸a˜o do substrato [59].
Figura 3.8: Dois modelos de formac¸a˜o do complexo enzima-substrato [60].
Esta reac¸a˜o proporciona rendimentos substancialmente mais elevados, reduzindo os custos ma-
teriais [65]. Ale´m disso, as enzimas na˜o apresentam, praticamente, problemas de eliminac¸a˜o sendo estas
biodegrada´veis. Este conjunto u´nico de caracter´ısticas vantajosas das enzimas como catalisadores tem
sido explorado desde cerca de 1960 e a maioria dos processos catalisados por enzimas teˆm sido introduzi-
dos com sucesso na indu´stria, por exemplo, na produc¸a˜o de alguns produtos alimentares, farmaceˆuticos
e agroqu´ımicos [65]. Cada enzima tem uma atividade ma´xima a determinados valores de temperatura e
pH, os quais sa˜o denominados por temperatura o´tima e pH o´timo.
E´ importante a n´ıvel laboratorial que se inclua em qualquer ensaio um sistema tampa˜o, de forma
a estabilizar o pH das soluc¸o˜es e impedir que este se altere, com o decorrer das reac¸o˜es. Assim, torna-se
poss´ıvel estudar o comportamento das enzimas a um pH esta´vel [59].
Relativamente ao efeito da temperatura, o aumento desta origina um aumento da velocidade de
reac¸a˜o. O aumento da temperatura aumenta a probabilidade de colisa˜o entre as mole´culas e faz com que
uma maior quantidade de mole´culas tenha energia de ativac¸a˜o suficiente para que a reac¸a˜o ocorra. No
entanto, tal como com o pH, cada enzima apresenta uma temperatura o´tima e, a valores pro´ximos do
o´timo a atividade da enzima diminui. Temperaturas demasiado baixas ou demasiado elevadas, levam a`
desnaturac¸a˜o da enzima, perdendo, assim, toda a sua atividade podendo ser irreversivel [38].
As pectinases sa˜o produzidas por plantas e microrganismos como fungos, leveduras e bacte´rias,
sendo que os fungos sa˜o geralmente usados como fontes das preparac¸o˜es comerciais. O ge´nero Aspergillus
spp. e´ uma das espe´cies frequentemente usadas nas indu´strias de sucos pela sua alta atividade pectol´ıtica
exibida [53, 54].
A classificac¸a˜o destas enzimas e´ baseada no modo de ac¸a˜o nos pol´ımeros pe´cticos. Estas sa˜o
classificadas segundo 3 grupos: as protopectinas, as esterases (pectinesterases - PE) e as despolimerases
(hidrolases e liases) [55]: I) Protopectinases: sa˜o enzimas que degradam a protopectina insolu´vel origi-
nando a pectina polimerizada altamente solu´vel. II) Esterases: catalisam a desesterificac¸a˜o da pectina por
remoc¸a˜o do grupo metoxilo, formando-se a´cido pe´ctico. A enzima atua preferencialmente no grupo metil
e´ster da unidade de galacturonato inve´s da unidade de glacturonato na˜o esterificada [54]. III) Despolime-
rases: catalisam a quebra das ligac¸o˜es glicos´ıdicas α− (1, 4) entre os mono´meros de a´cido D-galacturo´nico
das substaˆncias pe´cticas. Neste grupo inserem-se: Polimetilgalacturonases (PMG), Poligalacturonases
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(PG), Polimetilgalacturonato liases (PMGL) e Poligalacturonato liases (PGL) [54].
Relativamente a`s suas aplicac¸o˜es, existem dois tipos de pectinases: as ac´ıdicas e as alcalinas [38].
As enzimas pe´cticas ac´ıdicas, usadas nas indu´strias de sucos de fruta e na produc¸a˜o de vinho, provem
frequentemente de fontes fu´ngicas, especialmente de Aspergillus niger. Os sucos produzidos por estas
indu´strias incluem comercialmente [38]: I) Sucos clarificados gaseificados (mac¸a˜, pera e uva); II) Sucos
com turbidez (sucos citrinos, suco de ameixa, suco de tomate e ne´ctares); III) Produtos unicelulares, em
que a intenc¸a˜o e´ preservar a integridade das ce´lulas das plantas por hidro´lise seletiva de polissaca´ridos
da lamela me´dia. O objetivo da adic¸a˜o das enzimas difere nestes 3 tipos de sucos de fruta e vegetais
[54]. As pectinases alcalinas sa˜o usadas principalmente na degomagem e na macerac¸a˜o de plantas teˆxteis
e no pre´-tratamento das a´guas residuais pe´cticas nas indu´strias de suco de fruta. Estas enzimas provem
principalmente de fontes bacterianas, como Bacillus spp [54].
Em um trabalho [38] realizado em torno de um suco c´ıtrino, nomeadamente de laranja (usando-se,
enta˜o, pectinases ac´ıdicas), conclu´ıram que contrariamente a` pectina da mac¸a˜, que e´ altamente metilada, a
pectina da laranja e´ apenas parcialmente metilada. Assim e´ porque o suco de laranja conte´m naturalmente
grandes quantidades de pectinesterase (polimetilgalacturonato esterase - PMGE [61]), uma enzima que
tira os grupos metoxilo das mole´culas de pectina. Na presenc¸a de io˜es ca´lcio, forma-se pectato de ca´lcio
insolu´vel no suco de laranja levando a` indeseja´vel precipitac¸a˜o das part´ıculas que conferem turbidez. Sa˜o
amplamente empregues dois me´todos para prevenir a perda de turbidez desejada: o primeiro e´ desnaturar
a pectinesterase aquecendo o suco. Infelizmente este processo deteriora o sabor. A alternativa e´ congelar
o concentrado de suco de forma a inativar a enzima. Os sucos sa˜o muitas vezes vendidos assim, contudo
apresentam custos elevados no transporte e armazenamento [54].
No processo de extrac¸a˜o de suco de laranja, as pectinases podem ser adicionadas em duas fases
do processo: No final da extrac¸a˜o da polpa lavada, para diminuir a viscosidade; Apo´s a extrac¸a˜o final,
para aumentar a libertac¸a˜o de ac¸u´cares e so´lidos solu´veis [38].
O tratamento enzima´tico melhora a estabilidade da turvac¸a˜o pois, a degradac¸a˜o da pectina e´
limitada. Ou seja, ha´ diminuic¸a˜o da viscosidade mas sem afetar a pectina insolu´vel, responsa´vel por
manter a estabilidade da turbidez. E´ muito importante usar, se poss´ıvel, pectinases com baixa atividade
de PME, evitando a clarificac¸a˜o do suco extra´ıdo da polpa [54].
Figura 3.9: Adic¸a˜o das pectinases em diferentes fases do processo de produc¸a˜o de sucos de fruta [62].
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Apesar das excelentes propriedades da pectinase, as enzimas nativas como biocatalisadores apre-
sentam sempre alguns inconvenientes, como a baixa estabilidade nas condic¸o˜es operacionais, dificuldade
de recuperac¸a˜o do produto e, a impossibilidade de reutilizac¸o˜es mu´ltiplas num processo industrial [63].
Para superar estes problemas, foi inclu´ıda a imobilizac¸a˜o de enzimas, a fim de melhorar as caracter´ısticas
catal´ıticas contra va´rias formas de desnaturac¸a˜o bem como para tornar o uso de enzimas dispendiosas
economicamente via´vel, atrave´s da sua recuperac¸a˜o e posterior reutilizac¸a˜o [63, 64].
Figura 3.10: Me´todos de imobilizac¸a˜o de enzimas [38].
Em um trabalho de mestrado da Universidade de Lisboa [38], fez-se um ensaio a uma pressa˜o de
200 MPa com durac¸a˜o de 30 minutos e, testaram-se duas temperaturas.
Figura 3.11: Ensaios do estudo das pectinases a 45oC e 75oC, a uma pressa˜o de 200MPa, com durac¸a˜o
de 30 minutos, no suco de laranja [38].
Observando a Figura 3.11, comparando os dois resultados do suco na˜o processado, a quantidade
de glucose formada no suco a 75oC aumentou. No geral, verifica-se que, comparativamente ao suco isento
de pectinases, ha´ um aumento da concentrac¸a˜o de glucose, tanto a 45oC como a 75oC. Verifica-se, enta˜o,
que a pectinase de Aspergillus aculeatus apresenta uma maior atividade que a pectinase de Aspergillus
niger. Contudo, a atividade das mesmas diminui com o aumento de temperatura para 75oC. Tambe´m
realizaram dois ensaios a 45oC, a` pressa˜o atmosfe´rica e a uma pressa˜o de 200MPa, com a durac¸a˜o de
120 minutos [38].
Figura 3.12: Ensaios do estudo das pectinases a` pressa˜o atmosfe´rica e a 200MPa, a 48oC, com durac¸a˜o
de 120 minutos, no suco de laranja [38].
Pode-se observar que a 200MPa a pectinase de Aspergillus aculeatus apresenta maior atividade
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que a pectinase de Aspergillus niger. Contudo, comparando com o ensaio realizado nas mesmas condic¸o˜es
mas com uma durac¸a˜o de 30 minutos, verifica-se que, houve um efeito negativo na exposic¸a˜o prolongada
da enzima a` pressa˜o de 200MPa, obtendo-se assim, resultados mais baixos [38].
Tanto o suco com pectinase de Aspergillus niger como o suco com pectinase de Aspergillus
aculeatus, sofreram um aumento considera´vel de pH (perderam alguma acidez), sendo que este aumento
e´ mais noto´rio a 75oC. Tambe´m [43] conclu´ıram que o aumento de temperatura origina o aumento do
pH [38].
As presso˜es do referido trabalho [38] sa˜o, na teoria, consideradas como presso˜es moderadas. Como
tal, seria estimulante fazer ensaios usando presso˜es mais elevadas (por exemplo ate´ 600MPa) e com isto,
fazer paralelamente um estudo da atividade da PME existente naturalmente no suco, uma vez que esta
pectinase na˜o e´ deseja´vel no suco de laranja. Poder-se-ia fazer todos estes estudos em diversos sucos (por
exemplo: mac¸a˜, lima˜o, etc.) de forma a determinar qual a enzima mais adequada a cada suco, pois cada
suco apresenta caracter´ısticas e exigeˆncias diferentes [38].
Para ambas as pectinases (A. aculeatus e A. niger) em soluc¸a˜o, o aumento da concentrac¸a˜o de
enzima e substrato origina o aumento da sua atividade enzima´tica pois, quanto maior a quantidade de
enzima mais ra´pida sera´ a reac¸a˜o e, quanto maior a quantidade de substrato maior a quantidade de
pectina a degradar [38].
Quanto a` variac¸a˜o de temperatura, apesar de ainda apresentarem atividade a temperaturas ele-
vadas (80 − 90oC), esta diminui comparativamente a temperaturas mais baixas, levando-nos a concluir
que estas enzimas na˜o toleram temperaturas de pasteurizac¸a˜o [38].
Segundo os resultados obtidos, conclui-se que, para a pectinase de A. aculeatus e´ a que tolera
presso˜es mais elevadas, comparativamente a` pectinase de A. niger (tanto em soluc¸a˜o como imobiliza-
das).Contudo, a imobilizac¸a˜o das pectinases diminui essa toleraˆncia [38]. Eh importante expor o suco
sobre efeito das enzimas por tempo limitado, porque nao se pretende que toda a pectina do suco seja
degradada [38].
Nos ensaios do estudo do efeito da temperatura verificou-se que, tanto a imobilizac¸a˜o como o pro-
cessamento a alta pressa˜o (200MPa) protegem as enzimas do efeito da temperatura. Nestas condic¸o˜es,
torna-se poss´ıvel alias o tratamento enzima´tico a` pasteurizac¸a˜o e ao processamento a alta pressa˜o [38].
Contudo, nos ensaios efetuados com suco, observou-se que 45oC e´ a temperatura ideal para o ensaio, le-
vando a` conclusa˜o de que na˜o e´ poss´ıvel aliar o tratamento enzima´tico a` pasteurizac¸a˜o e ao processamento
a alta pressa˜o [38].
O tempo ideal de ensaio e´ de 30 minutos, uma vez a exposic¸a˜o prolongada (120 minutos) a
presso˜es elevadas (200MPa) apresentaram um efeito negativo na atividade das enzimas [38].
Numa ana´lise visual, conclui-se que a melhor clarificac¸a˜o do suco e´ alcanc¸ada a` pressa˜o elevada
(200MPa), bem como a` temperatura elevada (75oC), sendo que a pectinase de A. aculeatus foi a mais
eficaz. Relativamente ao tempo de ensaio, sa˜o necessa´rios apenas 30 minutos para se obter uma melhor
clarificac¸a˜o [38].
A ac¸a˜o conjugada de pectinases e da alta pressa˜o no tratamento de sucos, aliados a` pasteurizac¸a˜o,
tem o objetivo de obter um suco clarificado e isento de microrganismos. Tanto a imobilizac¸a˜o como o
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processamento a alta pressa˜o mostraram ser eficazes na protec¸a˜o destas enzimas a temperaturas elevadas.
Contudo, no suco, a temperatura elevada provocou uma diminuic¸a˜o da atividade das enzimas, impossi-
bilitando a realizac¸a˜o da pasteurizac¸a˜o em simultaˆneo com os tratamentos enzima´tico e a alta pressa˜o.
Os melhores resultados no suco foram obtidos a 45oC e a` pressa˜o de 200MPa. De ambas as pectinases,
a pectinase de Aspergillus aculeatus mostrou ser mais eficaz na clarificac¸a˜o do suco, apresentando uma
atividade superior a` pectinase de Aspergillus niger.
Em raza˜o da grande diversidade de substaˆncias pe´cticas presentes em diferentes tecidos vegetais,
existem va´rias enzimas capazes de degradar essas substaˆncias, que sa˜o denominadas enzimas pectinol´ıticas
ou pectinases (neste trabalho usaremos apenas o termo pectinases). As pectinases sa˜o responsa´veis pela
degradac¸a˜o das substaˆncias pe´cticas para fins nutricionais e sa˜o produzidas, principalmente, por bacte´rias,
fungos, leveduras e plantas superiores, na˜o sendo sintetizadas por ce´lulas animais. Elas esta˜o envolvidas
nos processos fisiolo´gicos e patolo´gicos dos vegetais, sa˜o as prote´ınas mais utilizadas pelas indu´strias de
processamento de sucos. Sa˜o aplicadas industrialmente na extrac¸a˜o, clarificac¸a˜o e macerac¸a˜o de vegetais
e frutas, e na extrac¸a˜o de o´leos essenciais.
Figura 3.13: Doenc¸as po´s-colheita e os pato´genos dos principais grupos de frutos.
As pectinases sa˜o classificadas de acordo com sua atuac¸a˜o sobre as substaˆncias pe´cticas, dividindo-
se em dois grupos principais: esterase e despolimerases. A u´nica frac¸a˜o esterase descrita na literatura
e´ denominada pectina metilesterase e atua sobre os grupos metil e´ster, desesterificando a pectina por
meio de um mecanismo de hidro´lise. Enquanto que as despolimerases atuam sobre a cadeia de poliga-
lacturonato, despolimerizando as substaˆncias pe´cticas pela quebra das ligac¸o˜es glicos´ıdicas α − (1, 4) da
cadeia principal. Esta despolimerizac¸a˜o pode se dar por meio de um mecanismo de hidro´lise ou por um
mecanismo de transeliminac¸a˜o (β−eliminac¸a˜o). Em func¸a˜o do mecanismo envolvido, as despolimerases
sa˜o classificadas em hidrolases e liases. Sa˜o subdivididas, conforme a especificidade, quanto ao substrato
preferencial (pectina, acido pe´ctico ou oligogalacturonato) e segundo o padra˜o de ac¸a˜o (endo-enzimas e
exo-enzimas).
A enzima que cataliza a desesterificac¸a˜o das substaˆncias pe´cticas e´ denominada pectinametileste-
rase (PME). Seu mecanismo de ac¸a˜o e´ a hidro´lise, que consiste na remoc¸a˜o dos grupamentos metil-e´ster
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presentes em algumas substaˆncias pe´cticas, hidrolisando somente os grupamentos adjacentes a grupos
carbox´ılicos livres. Essas enzimas convertem a pectina em pectato e liberam metanol. Com isso, a pec-
tina de baixa metoxilac¸a˜o (pectato) liberada pode ser hidrolisada pela ac¸a˜o de outras pectinases que tem
prefereˆncia pelo substrato pectato do que o substrato pectina. Essas pectinases sa˜o a poligalacturonase
e a pectato liase.
Dentre as enzimas despolimerizantes, as liases catalisam a quebra na˜o hidrol´ıtica de pectatos,
atuando na clivagem de ligac¸o˜es glicos´ıdicas α − (1, 4) entre res´ıduos de a´cido galacturoˆnico adjacentes
por β−eliminac¸a˜o e gerando duplas ligac¸o˜es entre os carbonos 4 e 5 do produto, utilizando um mecanismo
de ac¸a˜o de transeliminac¸a˜o. As liases sa˜o classificadas em pectina liase (PL) e pectato liase (PAL), de
acordo com o substrato sobre o qual atuam. Por outro lado, as despolimerases que atuam por hidro´lise,
e teˆm como substrato o pectato, sa˜o chamadas poligalacturonases. As poligalacturonases sa˜o hidrolases
que catalisam a quebra da ligac¸a˜o glicos´ıdica utilizando a a´gua, atuando mais em pectato do que em
pectina. De acordo com o mecanismo de ac¸a˜o dessas enzimas sobre o substrato, elas sa˜o classificadas
em dois grupos: endopoligalacturonase, que promove a hidro´lise ao acaso da cadeia de pectato e a
exopoligalacturonase, que hidrolisa a cadeia de pectato a partir da extremidade na˜o redutora. A hidro´lise
do pectato ou de porc¸o˜es na˜o esterificadas da cadeia de poligalacturonatos pela endopoligalacturonase
produz uma se´rie de oligogalacturonatos, podendo acumular mono, di e, algumas vezes, trigalacturonatos.
O excesso desses oligogalacturonatos pode reduzir a atividade da enzima que gerou este substrato. Ja´
a ac¸a˜o das exopoligalacturonases sobre a mole´cula de pectato provoca uma ra´pida liberac¸a˜o de grupos
redutores.
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Figura 3.14: Pectinases atuando nas substaˆncias Pe´cticas. A enzima liase de pectina esterificada e liase
de pectina sa˜o enzimas depolimerizadoras da pectina por via de transeliminac¸a˜o, as enzimas polimetilga-
lacturonase e poligalacturonase sa˜o enzimas depolimerizadoras da pectina por via hidrol´ıtica e a enzima
metil esterase que age por via hidrol´ıtica. Figura adaptada da referaˆncia [67].
Figura 3.15: Ac¸a˜o de diversas pectinses na estrutura de uma substaˆncia pe´ctica. Veja que a estrutura e´
dividida em regio˜es cujo nome geralmente esta´ relacionado com o pol´ımero da cadeia lateral [20].
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Figura 3.16: Ac¸a˜o das principais classes de pectinases sobre os polissacar´ıdeos pe´cticos. As pectina
liases clivam as ligac¸o˜es entre os res´ıduos de a´cido galacturoˆnico esterificados. As exo-poligalacturonases
hidrolisam as ligac¸o˜es entre os res´ıduos de a´cido poligalacturoˆnico na˜o-esterificados na extremidade na˜o-
redutora da cadeia de a´cido poligalacturoˆnico. As endo-poligalacturonases e as pectato liases hidrolisam e
clivam, respectivamente, as ligac¸o˜es entre os res´ıduos na˜o esterificados de a´cido galacturoˆnico. As pectina
(metil) esterases catalisam a retirada de grupos metil dos res´ıduos esterificados de a´cido galacturoˆnico,
com formac¸a˜o de metanol [27].
As pectinases sa˜o enzimas muito utilizadas em segmentos industriais como indu´stria de alimentos,
tecidos e papel. Pectinases comerciais como Pectinex sa˜o utilizados no processamento do suco. Para
aumentar a eficieˆncia do uso destas enzimas em diversos processos e´ necessa´rio atingir o ma´ximo de
estabilidade e atividade da enzima. O uso de alta pressa˜o por fluidos pressurizados em substituic¸a˜o a
solventes orgaˆnicos e alta temperatura tem sido objeto de intensas pesquisas na a´rea de enzimas, pois
em alguns casos, o uso de fluidos pressurizados leva a um aumento na atividade enzima´tica. Neste
contexto, o trabalho investiga a influeˆncia de diferentes fluidos pressurizados (ga´s liquefeito de petro´leo
- GLP e CO2) sobre a atividade enzima´tica de duas pectinases. Os estudos foram realizados com duas
enzimas comerciais imobilizadas com carva˜o ativado e alginato de so´dio, a Pectinex MASH e Pectinex
Ultra SP-L para atividade de pectinesterase. Ao ser tratada com GLP pressurizado, a enzima Pectinex
MASH teve um aumento de 713U/mg sobre a atividade inicial, na condic¸a˜o em que estava exposta a`
maior pressa˜o (270bar) durante o menor tempo (1 hora) submetida a uma taxa de despressurizassa˜o
ra´pida (100bar/min), nas mesmas condic¸o˜es, a enzima Pectinex Ultra tambe´m obteve o melhor resultado
161U/mg. Quando as enzimas foram submetidas ao CO2 pressurizado, ambas tiveram perda de atividade
de mais que 50 por cento, mostrando que a natureza do solvente pressurizado exerce um papel relevante
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sobre a atividade destas enzimas [30].
Um trabalho citado na refereˆncia [39] avaliou o efeito do tratamento enzima´tico, utilizando enzi-
mas comerciais, sobre o comportamento reolo´gico e o teor de fibras e pectina do suco de pitanga. Foram
avaliadas diferentes combinac¸o˜es de pectinase (Pectinex Ultra SP-L) e celulase (Cellubrix-L), totalizando
0,1 por cento, em massa, de enzima. Os resultados encontrados indicaram baixo valor de pectina (menor
que 0,003 por cento) e significativa reduc¸a˜o no teor de fibras apo´s tratamento enzima´tico, sendo que a
aplicac¸a˜o combinada de 0,025 por cento de pectinase com 0,075 por cento de celulase provocou a maior
reduc¸a˜o no teor de fibras e, consequentemente, menor viscosidade do suco. Ao mesmo tempo, uma apli-
cac¸a˜o igual ou superior a 0,05 por cento de Pectinex Ultra SP-L foi necessa´ria para resultar nas menores
concentrac¸o˜es de pectina. A aplicac¸a˜o combinada de celulase e pectinase resultou em suco com menor
viscosidade, cujo comportamento reolo´gico foi pro´ximo ao Newtoniano. No entanto, o modelo Lei da
Poteˆncia seria o mais indicado para uso em modelagens matema´ticas [39].
O principal efeito da pectinase e´ hidrolisar os polissacar´ıdeos pe´cticos e expor a celulose e he-
micelulose a` degradac¸a˜o enzima´tica. A partir da combinac¸a˜o com uma celulase, o efeito sobre a quebra
das fibras e´ melhorado, ou seja, a ac¸a˜o da pectinase facilita a ac¸a˜o da celulase, uma vez que a primeira
rompe a barreira formada pela pectina ao redor das fibras, permitindo a atuac¸a˜o das celulases sobre as
part´ıculas fibrosas [40].
Cap´ıtulo 4
Alta pressa˜o na fabricac¸a˜o de suco
de frutas
Uma vez que nosso estudo trata do efeito da pressa˜o nas pectinases utilizadas em sucos, vamos
relatar o uso da pressa˜o na fabricac¸a˜o de sucos industriais.
As pesquisas em alimentos desejam, cada vez mais, alimentos de alta qualidade, sem aditivos,
com o mı´nimo de microorganismos e vida u´til prolongada. Com isso, os muitos alimentos sa˜o sujei-
tos a processamentos de forma a aumentar a qualidade. O processamento, tambe´m, visa prolongar o
tempo de prateleira, mantendo o ma´ximo poss´ıvel as propriedades nutricionais naturais do alimento po´s-
processamento. Assim, e´ necessa´rio otimizar te´cnicas de processamento industriais, como o processo de
pasteurizac¸a˜o te´rmica e/ou alta pressa˜o [42].
A cor, o sabor e a textura (sensoriais) sa˜o importantes ao analisar a qualidade de sucos, pois
afetam na aceitac¸a˜o dos produtos por parte do consumidor [42]. O me´todo mais comum de conservar
alimentos e´ o processamento te´rmico. Entretanto, este processo afeta as qualidades da textura e conteu´do
nutricional. Enquanto que o processamento a altas presso˜es tem-se mostrado uma tecnologia muito
promissora [43].
O processamento a alta pressa˜o pode preservar o conteu´do nutricional [42] e as propriedades
sensoriais dos sucos de fruta [43] porque na˜o afeta consideravelmente as ligac¸o˜es covalentes dos compostos
de massa molecular pequena que compo˜em estruturas que apresenta propriedades sensoriais. Entretanto,
essas propriedades coexistem com as enzimas. O processamento a alta pressa˜o (100 − 1000MPa sob
temperatura de 20oC a 60oC) pode ocorrer simultaneamente com outros tipos de processos [42].
Ao comparar com o processamento te´rmico a` pressa˜o atmosfe´rica, o tratamento a alta pressa˜o
apreesenta grande vantagem pois e´ aplicada em todas as direc¸o˜es e de forma homoge´nea independen-
temente do volume e geometria do material/produto, conforme a Lei de Pascal [42]. A efica´cia do
tratamento a alta pressa˜o leva em conta fatores como a composic¸a˜o do suco e do estado fisiolo´gico dos
microorganismos [42].
Na fabricac¸a˜o de sucos pode-se utilizar diferentes combinac¸o˜es de pressa˜o e temperatura para
atingir efeitos na textura, cor e sabor, por exemplo. A qualidade do suco pode alterar durante o armaze-
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namento devido a` coexisteˆncia de reac¸o˜es qu´ımicas, como a oxidac¸a˜o, ac¸a˜o de enzimas do pro´prio fruto
e/ou micro organismos na˜o inativados que sa˜o mais resistentes [42].
Para controlar a atividade das enzimas utilizadas na fabricac¸a˜o de sucos quantifica-se os produtos
da reac¸a˜o de conversa˜o do substrato (neste trabalho, o substrato e´ a pectina). No caso da enzima
pectina metilesterase, a atividade catal´ıtica e´ obtida atrave´s da quantificac¸a˜o de metanol produzido
devido a desmetoxilac¸a˜o da pectina [46], no caso da enzima poligalacturonase a atividade catal´ıtica e´
obtida atrave´s da quantificac¸a˜o dos grupos redutores formados durante o processamento utilizando alta
pressa˜o/temperatura [44].
O efeito do processamento a alta pressa˜o na cor tem um efeito mı´nimo nos pigmentos coomo
a clorofila e carateno´ides responsa´veis pela cor do suco. Os compostos responsa´veis pela cor podem
alterar durante o armazenamento devido a` incompleta inativac¸a˜o das enzimas e microorganismos, gerando
resultados indeseja´veis [42]. A apareˆncia amarela, laranja e vermelha do suco e´, em boa parte, devido a
presenc¸a de carotenoides e, sa˜o esta´veis a` pressa˜o. O tratamento a alta pressa˜o aumenta o rendimento
da extrac¸a˜o de carotenoides no suco [47].
O a´cido asco´rbico contrui para o na˜o escurecimento devido a ac¸a˜o de enzimas, tanto a` pressa˜o
atmosfe´rica como a presso˜es elevadas. Mas na presenc¸a de oxige´nio ocorre sua degradac¸a˜o. O a´cido
asco´rbico e´ insta´vel a` altas pressa˜o combinados a alta temperatura (acima dos 65oC), sendo que, a
maior oxidac¸a˜o ocorre com mais facilidade devido ao aquecimento [42]. No armazenamento do suco em
temperaturas baixas, ocorre descolorac¸a˜o quando tratado a alta pressa˜o causada pela ac¸a˜o da polifenolo-
xidase, catalizqndo a oxidac¸a˜o dos compostos feno´licos a quinonas, resultando no escurecimento do suco
[42],[45]. A adic¸a˜o de a´cido asco´rbico e ciste´ına ajuda a inibir a atividade da polifenoloxidase, reduzindo
o escurecimento. Mesmo assim, a alta pressa˜o aumenta a capacidade do a´cido asco´rbico como inibidor
[42].
No suco de laranja, a cor apresenta uma correlac¸a˜o com a quantidade de a´cido asco´rbico degra-
dado durante o armazenamento, sendo dependente tambe´m do tipo de processamento. Quanto maior a
temperatura de armazenamento, maior o escurecimento do suco [45].
O efeito do processamento a alta pressa˜o na textura do suco podem estar relacionadas a trans-
formac¸o˜es nas paredes celulares devido a reac¸o˜es enzima´ticas e na˜o enzima´ticas [44]. No tratamento a
alta pressa˜o, os substratos, ı´ons e enzimas interagirem mais uns com os outros durante o tratamento.
Ao mesmo tempo, a pressa˜o pode melhorar a ac¸a˜o das enzimas, aumentando a eficieˆncia de algumas e
diminuindo a de outras.
Diferentes combinac¸o˜es de temperatura e pressa˜o podem ser aplicadas para inativar algumas
pectinases espec´ıficas durante a fabricac¸a˜o de suco para alterar a textura, inalcansa´veis usando apenas
processos te´rmicos [42]. A turbidez e´ um aspeto importante ao avaliar a qualidade do suco de fruta.
Um estudo que avaliou o tempo de prateleira do suco de laranja [48] mostrou que o processamento
a alta pressa˜o (600MPa/40oC/4min) provocou maior viscosidade comparado ao tratamento te´rmico
(80oC/60seg). Durante o armazenamento do o suco tratado a alta pressa˜o, houve uma perda limitada de
turbidez e uma pequena diminuic¸a˜o de sua viscosidade em temperaturas de 30oC, aumentando a suspeita
que a atividade da pectina metilesterase e´ responsa´vel pela perda de qualidade do suco de laranja durante
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o armazenamento [42, 45].
Segundo pesquisa [44], a pressa˜o e a temperatura exibem um efeito antagonista na estabilidade
da pectina metilesterase a` presso˜es de 300MPa, retardando a inativac¸a˜o te´rmica da pectina metilesterase.
Algumas enzimas pectina metilesterase na˜o perdem atividade com tratamentos acima dos 900MPa [44].
O efeito do processamento a alta pressa˜o no flavor (sabor e cheiro) pode levar a alterac¸o˜es nos
compostos responsa´veis pelo azedo, doce e amargo ou no odor dos frutos e vegetais, que pode resultar
em mudanc¸as no seu flavor [42]. O flavor do suco e´ pouco alterado pelo processamento a alta pressa˜o
(200− 600MPa) a` temperatura ambiente [42]. Contudo, o flavor do suco de fruta tratado a alta pressa˜o
na˜o e´ ta˜o fresco como o suco de fruta que na˜o foi submetido a qualquer tratamento [42], pore´m a alta
pressa˜o possui melhores resultados quando comparado ao tratamento te´rmico [45].O processamento a
alta pressa˜o e´ um dos processos inativa as ce´lulas bacterianas, leveduras e bolores, sem o uso de altas
temperaturas, alterando minimamente a textura, cor e sabor.
O processamento a alta pressa˜o usa, normalmente, presso˜es de 300 − 700MPa por per´ıodos
de 30 segundos a alguns minutos de forma a destruir as bacte´rias que causam doenc¸as e os res´ıduos
indeseja´veis [44], exceto os microorganismos e enzimas resistentes a` alta pressa˜o, que va˜o alterar o suco
no armazenamento.
Cap´ıtulo 5
Me´todo de simulac¸a˜o computacional
para determinar propriedades
estruturais
5.1 Princ´ıpios
Para estudar o efeito da pressa˜o nas pectinases presentes em suco de frutas optamos por desen-
volver simualc¸o˜es computacionais.
A primeira simulac¸a˜o computacional de prote´ınas foi realizada por McCammon em 1977. A
simulac¸a˜o computacional usando o me´todo de dinaˆmica molecular (DM) estuda o comportamento de um
sistema de part´ıculas em func¸a˜o do tempo, proposto para simular o comportamento mecaˆnico de sistemas
moleculares [66]. A simulac¸a˜o por DM pode ser baseada na mecaˆnica cla´ssica e/ou quaˆntica, dependendo
do sistema de interesse. Neste trablaho utilizamos o me´todo no contexto da mecaˆnica cla´ssica devido ao
elevado n´ıvel de complexidade do sistema (prote´ına), pois conte´m um nu´mero muito grande de part´ıculas
sendo invia´vel para ca´lculos quaˆnticos que consideram as interac¸o˜es entre ele´tros que impossibilitam o
ca´lculo. Ale´m disso, a abordagem cla´ssica e´ suficiente para o ca´lculo das propriedade de interesse (raio
de girac¸a˜o da prote´ına).
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A DM e´ uma extensa˜o da mecaˆnica molecular, onde o comportamento dinaˆmico de um sistema
molecular e´ estudado analizando a integrac¸a˜o nume´rica das equac¸o˜es de movimento. A integrac¸a˜o das
equac¸o˜es de movimento para um sistema determina as propriedades no equil´ıbrio. Assim, para realizar a
simulac¸a˜o, e´ necessa´rio conhecer as equac¸o˜es de movimento e o potencial de interac¸a˜o entre as part´ıculas
que esta´ presente nas equac¸o˜es de movimento. A simulac¸a˜o permite estudos na tentativa de se aproximar
da realidade, situac¸o˜es f´ısicas muitas vezes invia´veis em laborato´rios como, por exemplo, em altas presso˜es
e/ou temperaturas.
O me´todo tem como caracter´ıstica marcante a viabilidade de ser comparado com resultados
experimentais, que geralmente motivam e guiam os estudos. Os resultados obtidos pela DM, por sua
vez, fornecem explicac¸o˜es detalhadas a n´ıvel microsco´pico dos fenoˆmenos observados experimentalmente.
Outra caracter´ıstica importante e´ a diversidade de sistemas que podem ser estudados por este me´todo,
desde sistemas homogeˆneos como gases, fluidos supercr´ıticos, l´ıquidos, soluc¸o˜es e misturas, a sistemas
pouco (ou nada) homogeˆneos como interfaces, filmes de Langmuir-Blodgett, biomembranas, pol´ımeros
orgaˆnicos e inorgaˆnicos, polissacar´ıdeos, lip´ıdios, prote´ınas, a´cidos nucleicos e seus complexos, passando
por sistemas como zeo´litos, argilas, so´lidos cristalinos e v´ıtreos, e nanomateriais, dentre outros [70].
A mecaˆnica molecular ignora o movimento dos ele´trons. Considera contribuic¸o˜es de processos
tais como o estiramento de ligac¸o˜es; abrir e fechar de aˆngulos; e rotac¸o˜es em torno de ligac¸o˜es simples.
Trata as mole´culas como um conjunto de part´ıculas, com determinada massa, que esta˜o ligadas entre si
por um conjunto de molas. Para descrever o seu movimento e interacc¸o˜es sa˜o utilizadas as leis de Newton
da mecaˆnica cla´ssica. Com isso, os nu´cleos sa˜o considerados como part´ıculas de massa muito maior do que
a dos ele´trons, se movendo mais lentamente, de forma que os ele´trons se ajustem instantaneamente aos
movimentos nucleares. Desta forma, a energia do sistema pode ser calculada em func¸a˜o das coordenadas
nucleares, gerando superf´ıcies de energia potencial. Pode ser de interesse a inclusa˜o impl´ıcita dos ele´trons
e de todos os aspectos quaˆnticos do movimento dos nu´cleos que pode ser tratada pela parameterizac¸a˜o
dos campos de forc¸as em me´todos quaˆnticos, mas na˜o e´ de interesse para este trabalho, mas em trabalhos
futuros.
O funcionamento de uma prote´ına esta´ profundamente relacionada a`s propriedades dinaˆmicas.
Aplicac¸o˜es da DM em prote´ınas incluem o estudo de aspectos como a estabilidade prote´ica, o reconheci-
mento molecular, rearranjos conformacionais, enrolamento prote´ico e na determinac¸a˜o de estruturas por
ressonaˆncia magne´tica nuclear ou por cristalografia de raios X.
Mecaˆnica estat´ıstica
A mecaˆnica estat´ıstica constitui a ligac¸a˜o entre as caracter´ısticas microsco´picas e as propriedades
macrosco´picas de um sistema. Assim, atrave´s do conhecimento das propriedades individuais das part´ıculas
de um sistema torna poss´ıvel investigar as propriedades termodinaˆmicas do sistema como um todo.
Essas propriedades envolvem energias da ordem de kBT , onde kB e´ a constante de Boltzmann e T e´ a
temperatura.
O estado termodinaˆmico de um sistema macrosco´pico (macroestado) pode ser caracterizado atra-
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ve´s da especificac¸a˜o de um pequeno conjunto de propriedades, designadas func¸o˜es de estado. Exemplos
comuns de func¸o˜es de estado sa˜o o volume, a temperatura, a pressa˜o e o nu´mero de part´ıculas. Para que
o estado termodinaˆmico de um sistema fique completamente definido, basta especificar o valor nume´rico
de α+ 2 func¸o˜es de estado, sendo α o nu´mero de componentes do sistema. Todas as outras propriedades
podem ser calculadas atrave´s das relac¸o˜es fundamentais da termodinaˆmica, desde que seja conhecido o
valor das α+ 2 func¸o˜es de estado independentes.
A cada macroestado corresponde, no entanto um nu´mero muito grande de microestados, um
nu´mero infinito na aproximac¸a˜o cla´ssica. Nessa aproximac¸a˜o, cada um dos microestados pode ser carac-
terizado atrave´s do conhecimento das posic¸o˜es e quantidade de movimento de cada uma das part´ıculas
do sistema. Surge enta˜o a noc¸a˜o de ensemble. Um ensemble corresponde a um conjunto de microesta-
dos sujeitos a`s mesmas restric¸o˜es termodinaˆmicas (alguns paraˆmetros macrosco´picos podem ser mantidos
constantes em conjunto).
Por outras palavras, um conjunto de microestados para os quais o valor das α + 2 func¸o˜es de
estado termodinaˆmicas que caracterizam o sistema seja o mesmo. Para diferentes conjuntos de α + 2
func¸o˜es de estado caracter´ısticas obteˆm-se diferentes ensembles. Os mais usuais sa˜o o ensemble cano´nico
(NV T ), onde e´ constante o nu´mero de part´ıculas (N), o volume (V ) e a temperatura (T ); o microcanoˆnico
(NVE), para o qual sa˜o constantes N , V e a energia total (E), e o isote´rmico-isoba´rico (NpT ), onde e´
constante o nu´mero de part´ıculas (N), a pressa˜o (p) e a temperatura (T ).
Esses conjuntos de paraˆmetros caracterizam ensembles diferentes e definem uma equac¸a˜o de
estado para o sistema, permitindo que diferentes func¸o˜es termodinaˆmicas sejam calculadas em diferentes
ensembles. Existem diferentes termostatos utilizados para fixar a temperatura na simulac¸a˜o, ou seja,
algoritmos diferentes para fixar a temperatura dos sistema. Todos correspondem a` banhos te´rmicos
capazes de fornecer ou retirar energia te´rmica (energia cine´tica) do sistema, ou seja, a energia total na˜o
e´ conservada nesse ensemble. Por exemplo, termostatos de Berendsen, V-Rescale e Nose´-Hoover.
As propriedades de equil´ıbrio do sistema em estudo sa˜o determinadas a partir das me´dias tem-
porais sobre um intervalo de tempo suficientemente grande na escala atoˆmica (aproximadamente entre
10−11 e 10−8 segundos de tempo real). O tempo total de simulac¸a˜o depende dos processos dinaˆmicos que
se deseja investigar e da convergeˆncia estat´ıstica das propriedades de interesse. Algumas propriedades
(energia de interac¸a˜o) convergem rapidamente, enquanto outras (temperatura, pressa˜o, raio de girac¸a˜o)
requerem longas trajeto´rias para convergir.
As simulac¸o˜es por dinaˆmica molecular feitas no ensemble microcanoˆnico (NVE) sa˜o geradas
quando as equac¸o˜es de Newton sa˜o integradas para um sistema isolado. A energia total, momento linear
e momento angular do sistema sa˜o constantes de movimento. No entanto, muitas vezes e´ conveniente
simularmos a dinaˆmica de um sistema em ensembles diferentes, mais apropriados para as propriedades
que se deseja estudar, tendo, por exemplo, a temperatura ou a pressa˜o como constantes de movimento.
A func¸a˜o de energia potencial pode ser utilizada para se fazer a minimizac¸a˜o de energia, isto
e´, mover as coordenadas ato´micas de modo a decrescer a energia potencial do sistema. Conformac¸o˜es
com energia potencial mais baixa indicam conformac¸o˜es representativas do sistema. Entretanto, no caso
de prote´ınas, a minimizac¸a˜o de energia na˜o pode ser usada como um me´todo geral de determinac¸a˜o de
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estrutura devido ao largo espac¸o conformaclonal de sua estrutura. Assim, os me´todos que permitem a
simulac¸a˜o em ensembles distintos do microcanoˆnico seguem a ideia original de Andersen [71] utilizando
novas equac¸o˜es de movimentos, baseadas em lagrangianas alternativas, gerando constantes de movimento
compat´ıveis com os ensembles de interesse.
No trabalho original de Andersen e´ proposto um me´todo para a simulac¸a˜o do ensemble isoenta´lpico-
isoba´rico (ver apeˆndice: Pressa˜o constante com o me´todo de Andersen. O volume da caixa de simulac¸a˜o
passa a ser varia´vel permitindo a simulac¸a˜o a pressa˜o constante. Parrinello e Rahman [72] aperfeic¸oaram
o me´todo de Andersen propondo uma nova Lagrangiana para a simulac¸a˜o do ensemble isoenta´lpico-
isostress, no qual a caixa de simulac¸a˜o poderia, segundo a tensa˜o interna imposta pelas part´ıculas, mudar
sua forma e tamanho. Ja´ para se ter temperatura constante e a gerac¸a˜o do ensemble canoˆnico, va´rios
me´todos podem ser utilizados. O me´todo Nose´-Hoover-Chain [74], sendo um dos mais populares, e´ capaz
de gerar o ensemble canoˆnico de maneira precisa e esta´vel para sistemas complexos. Ale´m deste, a dinaˆ-
mica de Langevin mesmo tendo deficieˆncias e´ um me´todo simples de fixar a temperatura. Va´rios outros
me´todos foram propostos para a simulac¸a˜o em ensembles diferentes desses [73], contudo, os me´todos de
simulac¸a˜o de Andersen, Parrinello-Rahman, Nose´-Hoover-chain e Langevin sa˜o os mais populares fora do
ensemble microcanoˆnico [19].
Para a DM gerar o espac¸o de fase de um sistema de N part´ıculas interagentes. devemos desenvol-
ver o modelo para o fenoˆmeno f´ısico, o algoritmo nume´rico e a simulac¸a˜o propriamente dita. A ana´lise da
trajeto´ria de fase permite-nos obter as grandezas que caracterizam o fenoˆmeno f´ısico em estudo, portanto,
e´ necessa´rio utilizar a mecaˆnica estat´ıstica [19].
O modelo f´ısico pode ser explicado de maneira simplicada como sistemas que consistem de N
part´ıculas caracterizados por 3N coordenadas e 3N velocidades [19]:
~ri = (xi, yi, zi) ~vi = (vxi, vyi, vzi) (5.1)
Figura 5.1: Representac¸a˜o do sistema a ser estudado [19].
As condic¸o˜es de contorno a serem espec´ıficadas ira˜o depender das propriedades f´ısicas em que se
esta´ interessado. Em um sistema finito, como os sistemas que foram simulados nesse trabalho, as condic¸o˜es
de contorno podera˜o ter influeˆncia nos resultados obtidos e devem ser bem escolhidas para termos o
controle sobre seus efeitos. considere, por exemplo, uma caixa bidimensional contendo 9 part´ıculas. Se as
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part´ıculas esta˜o uniformemente distribu´ıdas na caixa, vemos que apenas uma na˜o se encontra diretamente
em contato com as paredes da caixa (Figura 5.2).
Figura 5.2: Sistema bidimensional com 9 part´ıculas.
Na figura, vemos que a superf´ıcie apresenta uma quebra de simetria no volume. Em um sistema
tridimensional contendo N part´ıculas uniformemente distribu´ıdas em um cubo de aresta L havera´ uma
frac¸a˜o p ∝ L2/L3 muito pro´xima da superf´ıcie que sofrera´ interfereˆncia com ela. Seja ρ = N/L3 a
densidade do nu´mero de part´ıculas, a frac¸a˜o de part´ıculas pro´ximas a`s faces da caixa sera´ p ∝ N−1/3.
Se N for suficientemente grande (N ≈ 1023), p sera´ desprez´ıvel, com isso, a interac¸a˜o das part´ıculas com
as faces sera´ desprez´ıvel. No entanto, se N = 1000, cerca de 50 por cento das part´ıculas estara˜o em
contato com a superf´ıcie. Quando o interesse da simulac¸a˜o sa˜o propriedades de volume, as fronteiras
do recipiente devem interagir o mı´nimo poss´ıvel com as part´ıculas para na˜o interferir nos resultados.
Para resolver este problema, podemos utilizar condic¸o˜es perio´dicas de contorno, que considera o volume
contendo as N part´ıculas como uma ce´lula de uma rede perio´dica e infinita. Pore´m, devemos garantir
que, a cada passo de integrac¸a˜o das equac¸o˜es de movimento, as coordenadas de cada part´ıcula estara˜o
dentro da caixa central, ou seja,
0 ≤ xi ≤ Lx, 0 ≤ yi ≤ Ly, 0 ≤ zi ≤ Lz (5.2)
No instante t as coordenadas da part´ıcula ~ri(t) esta˜o no interior da caixa central de refereˆncia,
para um pequeno incremento de tempo δt, a coordenada ~ri(t+δt) representara´ um ponto em uma imagem
vizinha, isto e´, −Lx ≤ xi ≤ 2Lx, −Ly ≤ yi ≤ 2Ly e −Lz ≤ zi ≤ 2Lz. Neste caso, a part´ıcula deve ser
deslocada de volta para a caixa central.
Uma part´ıcula interage com todas as part´ıculas do sistema, inclu´ıdas a´ı as que esta˜o dentro das
celulas imagem. Na pra´tica, tomamos uma caixa de simulac¸a˜o grande o suficiente para que a interac¸a˜o a`
distaˆncias r > L/2 possa ser desconsiderada. Assim,
−Lx/2 ≤ xi ≤ Lx/2 (5.3)
−Ly/2 ≤ yi ≤ 2Ly/2 (5.4)
−Lz/2 ≤ zi ≤ 2Lz/2 (5.5)
A escolha do passo de integrac¸a˜o deve ser tal que a energia total do sistema seja uma constante de
movimento durante todo o tempo de simulac¸a˜o. A escolha pode ser baseada no conhecimento pre´vio de
algum tempo caracter´ıstico do sistema. A escolha correta do passo de integrac¸a˜o deve ser feita de forma
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que na˜o seja demasiado pequeno, fazendo com que o sistema na˜o tenha uma evoluc¸a˜o adequada no espac¸o
de fase, e tambe´m na˜o muito grande que venha comprometer a estabilidade da integrac¸a˜o das equac¸o˜es
de movimento. A escolha deve ser o maior poss´ıvel, desde que a energia total do sistema seja conservada.
E´ importante tambe´m observar que, como as equac¸o˜es de movimento sa˜o integradas via discretizac¸a˜o das
equac¸o˜es de movimento, a energia total na˜o sera´ exatamente constante, mas tera´ uma pequena flutuac¸a˜o.
Esta flutuac¸a˜o deve sempre ser menor ou da ordem de 10−4 para todo tempo de simulac¸a˜o [19].
Interpretac¸a˜o da escala de dt
Na figura 5.3 vemos o efeito de escolher valores diferentes de dt para o ca´lculo das integrais ao
resolver as equac¸o˜es de movimento. O tempo de ca´lculo de uma integral e´ independente do valor do
intervalo de integrac¸a˜o, o ca´lculo da integral dependera´ da capacidade de processamento do computador
utilizado e da eficieˆncia do algoritmo, assim, dt e´ apenas um intervalo de integrac¸a˜o. Quanto maior o
valor de dt maior sera´ a flutuac¸a˜o das grandezas f´ısicas que estamos controlando (mantemos fixo) na
simulac¸a˜o.
Figura 5.3: dt e tamanho das flutuac¸o˜es na energia
Um dt de simulac¸a˜o adequado dependera´ do valor ma´ximo da frequeˆncia vibracional (que depende
da massa) do sistema. Tipicamente,
dt ≈ 1
10ωmax
(5.6)
cuja escala de tempo e´ dada em femtosegundos.
Campo de forc¸a
Um dos desafios na realizac¸a˜o de simulac¸o˜es de dinaˆmica molecular e´ a escolha dos campos de
forc¸a, que e´ a escolha do potencial de interac¸a˜o entre a´tomos e mole´culas. Por isso, descrevemos a seguir,
o conceito de campo de forc¸a.
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O campo de forc¸a e´ dividido em contribuic¸o˜es intermoleculares e intramoleculares cuja soma
descreve a energia potencial total do sistema. E´ formado por um conjunto de func¸o˜es potencial dependente
somente das posic¸o˜es relativas de cada a´tomo, utilizado para se gerar as forc¸as sobre cada a´tomo atrave´s
do gradiente do potencial. E um conjunto de paraˆmetros nume´ricos que e´ determinado por meio de
ajustes em sistemas moleculares mais simples (CH3, H2O, NH
+
3 , ...) como para enta˜o ser ampliado para
sistemas mais complexos.
As func¸o˜es energias potenciais determinam as forc¸as que atuam nos a´tomos e como ira´ evoluir
no tempo, gerando trajeto´rias para ana´lise. Para descrevermos as contribuic¸o˜es da energia potencial
de um sistema em estudo, escolhemos um campo de forc¸a. Neste trabalho o campo de forc¸a escolhido
foi o OPLS-AA. Entre os campos de forc¸a mais conhecidos, a literatura destaca o Optimized Potentials
for Liquid Simulation (OPLS), por serem apropriados para prote´ınas, ja´ que possuem os potenciais entre
a´tomos e mole´culas adaptados para prote´ınas (adaptados as distaˆncias espec´ıficas das ligac¸o˜es qu´ımicas de
seus a´tomos constituintes). Seus paraˆmetros foram divididos em OPLS-UA (United-Atom) para a´tomos
agrupados, que considera, por exemplo, um grupo CH3 como sendo um u´nico s´ıtio na mole´cula e OPLS-
AA(All atom) que descreve todos os a´tomos do sistema [78].
O campo de forc¸a e´ a func¸a˜o que descreve a energia potencial atrave´s de contribuic¸o˜es de a´tomos
ligados e na˜o ligados. O conjunto de potenciais descreve todos os a´tomos individualmente por meio das
mecaˆnica cla´ssica [79]. Esse potencial e´ utilizado nas equac¸o˜es de Newton.
~Fi = mi ~ai = mi
d2~ri
dt2
= −∇V (~r1, ~r2, ..., ~rN ) = −∂V (~r1, ~r2, ..., ~rN )
∂~ri
, i = 1, 2, ..., N. (5.7)
Um modelo de potencial intermolecular entre as mole´culas i e j, consiste da soma das interac¸o˜es
entre cada par de a´tomos destas mole´culas, dadas por um termo de Lennard-Jones acrescido do termo
correspondente a`s interac¸o˜es eletrosta´titcas entre cada par de a´tomos a e b pertencentes a´s mole´culas i e
j, respectivamente [79]:
Vintermolecular = Vij =
∑
a∈i
∑
b∈i
Vab(rab), (5.8)
a soma do potencial sobre todos os a´tomos a e b das mole´culas i e j e´,
Vab(rab) = 4ab
[(
σab
rab
)12
−
(
σab
rab
)6]
+
qaqb
4pi0rab
(5.9)
onde qa corresponde a` carga parcial, aa e σaa sa˜o os paraˆmetros de energia e diaˆmetro de Lennard-
Jones dos a´tomos a, e rab e´ a separac¸a˜o entre os a´tomos a e b de mole´culas distintas. Para o potencial
de Lennard-Jones, o primeiro termo(r−12) descreve a repulsa˜o para curtas distaˆncias, o segundo termo
corresponde a` contribuic¸a˜o de London, Vab(σ) = 0, e  corresponde ao mı´nimo de energia. Para calcular
a interac¸a˜o entre os a´tomos de mole´culas distintas e´ necessa´rio o uso de alguma regra de combinac¸a˜o
para os coeficientes de Lennard-Jones. O campo de forc¸a OPLS adota o crite´rio geome´trico para ambos
os paraˆmetros [79]:
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ab =
√
aabb ; σab =
√
σaaσbb (5.10)
sendo que, estes coeficientes podem ser determinadas por ca´lculos quaˆnticos. As interac¸o˜es de cara´ter
intramoleculares sa˜o tambe´m conhecidas por potenciais ligados que descrevem as deformac¸o˜es moleculares
e podem ser subdivididas nas seguintes contribuic¸o˜es [79]:
Vintramolecular =
∑
Vligacao +
∑
Vangular +
∑
Vdiedral (5.11)
em que o potencial de ligac¸a˜o Vligacao corresponde aos estiramentos de uma ligac¸a˜o qu´ımica, e o potencial
angular Vangular e o potencial de torc¸a˜o ou vibrac¸a˜o diedral Vtorcao = Vdied correspondem, respectiva-
mente, a`s descric¸o˜es das deformac¸o˜es angulares e das deformac¸o˜es dos aˆngulos diedros.
Figura 5.4: Contribuic¸o˜es da energia potencial: estiramento de ligac¸o˜es; abrir e fechar de aˆngulos; rotac¸o˜es
em torno de ligac¸o˜es simples [28].
Os termos de estiramentos e deformac¸a˜o angular sa˜o geralmente descritos por potenciais harmoˆ-
nicos da forma [79]:
Vligacao(r) =
1
2
Kr(r − r0)2 ; Vangular(θ) = 1
2
Kθ(θ − θ0)2 (5.12)
onde r0 e θ0 correspondem ao comprimento e aˆngulo de equil´ıbrio da ligac¸a˜o, e Kr e Kθ a`s
constantes de forc¸a. O potencial de torc¸a˜o e´ cont´ınuo em todo o intervalo de torc¸a˜o [0, 2pi], e pode
ser representado por uma expansa˜o em se´rie de Fourier truncada. Esta u´ltima expansa˜o e´ comumente
empregada nos campos de forc¸as [79]:
Vdied(φ) = Vtorcao(φ) = V0 +
V1
2
[1 + cos(φ)] +
V2
2
[1 + cos(2φ)] +
V3
2
[1 + cos(3φ)] (5.13)
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onde φ e´ o valor do aˆngulo diedro. Para descrever as interac¸o˜es em sistemas moleculares, assume-
se normalmente que o potencial entre duas mole´culas pode ser descrito como uma soma de interac¸o˜es
entre cada par de a´tomos ou s´ıtios de interac¸a˜o, e que estas interac¸o˜es dependem apenas da distaˆncia que
separa estes s´ıtios. Nos casos em que os movimentos internos das mole´culas sa˜o importantes, adiciona
este potencial as interac¸o˜es intramoleculares, relacionadas a´ deformac¸a˜o da geometria molecular [79].
Vtotal = ΣVintermolecular + ΣVintramolecular (5.14)
Sendo assim, a determinac¸a˜o do potencial sobre cada umas das mole´culas do sistema em estudo, assume
a seguinte forma [79]:
V = Vligado + Vnaoligado (5.15)
onde o potencial ligado e´ o potencial intramolecular que e´ igual a soma dos potencias de torc¸a˜o,angular
e de ligac¸a˜o (Vligado = ΣVintramolecular) e o potencial na˜o ligado e´ a soma do potencial de Coulomb com
o de Lennard-Jones (Vnaoligado = ΣVintermolecular = Vcoulomb + VLJ) [79].
Potencial ligado
V ligado =
1
2
Kr(r−r0)2+ 1
2
Kθ(θ−θ0)2+
{
V0+
V1
2
[1+cos(φ)]+
V2
2
[1+cos(2φ)]+
V3
2
[1+cos(3φ)]
}
(5.16)
Figura 5.5: Potencial de vibrac¸a˜o diedral plotado no Mathematica.
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Figura 5.6: Potencial de estiramento de ligac¸a˜o e vibrac¸a˜o angular plotado no Mathematica.
Potencial na˜o ligado
Vnoligado =
∑
i,j
4ij
[(
σij
rij
)12
−
(
σij
rij
)6]
+
qiqj
4pi0rij
(5.17)
Figura 5.7: Potencial de Lennard-Jones plotado no Mathematica.
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Figura 5.8: Potencial de Coulomb plotado no Mathematica.
Estabelecidas as condic¸o˜es iniciais (posic¸o˜es e velocidades atoˆmicas) prosseguimos com a mo-
vimentac¸a˜o das part´ıculas, ou seja, determinar as posic¸o˜es e velocidades futuras. O me´todo utilizado
para resolver as equac¸o˜es de Newton e´ o me´todo de diferenc¸as finitas atrave´s do algoritmo de Verlet e
suas variantes. Usamos algoritmos que aproximam as posic¸o˜es e velocidades das part´ıculas atrave´s da
Expansa˜o de Taylor, expandindo de uma se´rie de func¸o˜es ao redor de um ponto. Me´todo empregado para
gerar trajeto´rias atoˆmicas com modelo de potencial cont´ınuo.
As part´ıculas interagentes, inicialmente dispostas em uma determinada configurac¸a˜o, movimentam-
se sob a influeˆncia de potenciais intermoleculares. Conhecendo posic¸o˜es e velocidades de todas as par-
t´ıculas em um dado instante t0, pode-se computar as forc¸as resultantes em cada part´ıcula, devido a`s
interac¸o˜es com as demais e enta˜o determinar posic¸o˜es e velocidades em um instante posterior t0 + δt,
atrave´s das equac¸o˜es de movimento Newtonianas. As novas posic¸o˜es sa˜o utilizadas para o coˆmputo de
novas forc¸as e da´ı posic¸o˜es e velocidades em t0 + 2δt. Este procedimento e´ realizado recursivamente ge-
rando trajeto´rias moleculares para todo o sistema. A ideia essencial e´ que a integrac¸a˜o e´ decomposta em
muitos esta´gios separados no tempo por um intervalo, ou tempo de integrac¸a˜o, dt. A forc¸a total em cada
part´ıcula na configurac¸a˜o no tempo t e´ calculada como um vetor soma de suas interac¸o˜es com as outras
part´ıculas. Da forc¸a calcula-se as acelerac¸o˜es das part´ıculas, que sa˜o enta˜o combinadas com as posic¸o˜es e
velocidades no tempo t para obtermos as posic¸o˜es e velocidades no tempo t+ dt, t+ 2dt, t+ 3dt, e assim
por diante [28].
O algoritmo de Verlet e´ o me´todo de integrac¸a˜o das equac¸o˜es de movimento mais amplamente
empregado. O algoritmo de Verlet usa as posic¸o˜es e acelerac¸o˜es no tempo t e as posic¸o˜es e acelerac¸o˜es
no tempo t-dt para calcular as novas posic¸o˜es em t+ dt.
~ri(t+ dt) = ~ri(t) + ~vi(t)dt+
1
2
~ai(t)dt
2 + ... (5.18)
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~ri(t− dt) = ~ri(t)− ~vi(t)dt+ 1
2
~ai(t)dt
2 − ... (5.19)
Substraindo 5.18 com 5.19 encontra-se a velocidade:
~ri(t+ dt) = 2~vi(t)dt+ ~ri(t− dt) (5.20)
~vi(t) =
~ri(t+ dt) + ~ri(t− dt)
2dt
(5.21)
Somando 5.18 com 5.19 encontra-se a forc¸a:
~ri(t+ dt) = 2~ri(t)− ~ri(t− dt) + ~ai(t)dt2 (5.22)
~ri(t+ dt) = 2~ri(t)− ~ri(t− dt) +
~Fi(t)
mi
dt2 (5.23)
A ac¸a˜o pode ser definida como
Sc =
∫ t1
t0
dtζ(t) (5.24)
e
Sd =
imax∑
i=0
4tζ(ti) (5.25)
sendo ζ(ti) = K(ti)− U(ti)
Para um sistema unidimensional tem-se
ζ(ti) =
1
2
mi
(
xi+1 − xi
4t
)2
− U(xi) (5.26)
ζ(ti)δt =
1
2
mi
[
xi+1 − xi
4t
]2
4t− U(xi)4t (5.27)
Sd =
imax∑
i=1
[
mi(xi+1 − xi)2
24t − U(xi)4t
]
(5.28)
Utilizando o princ´ıpio de ac¸a˜o, encontrando o extremo para pequenas variac¸o˜es no caminho,
tem-se
∂S
∂xi
= 0, (5.29)
para todo i.
Isso gera uma trajeto´ria discreta que inicia no tempo t0 em x0 e termina no tempo t em xt
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Figura 5.9: Ilustrando trajetato´ria real e discretizada.
∂S
∂xi
=
∂
∂xi
imax∑
i=1
[
mi(xi+1 − xi)2
24t − U(xi)4t
]
(5.30)
∂S
∂xi
=
−mi(xi+1 − xi) +m(xi − xi−1)
4t −4t
∂U(xi)
∂xi
(5.31)
0 =
m
4t
(
2xi − xx+1 − xi−1 − 4t
2
m
∂U(xi)
∂xi
)
(5.32)
0 = 2xi − xx+1 − xi−1 − 4t
2
m
∂U(xi)
∂xi
(5.33)
xi+1 = 2xi − xi−1 + 4t
2
m
F (xi) (5.34)
que e´ o algoritmo de Verlet. O algoritmo Verlet gera uma trajeto´ria que satisfaz as condic¸o˜es de contorno
de uma trajeto´ria real. Assim, se estivermos interessados em informac¸o˜es estat´ısticas sobre a dinaˆmica.
5.2 Passos utilizados na simulac¸a˜o computacional
Segue o procedimento geral utilizado com o objetivo de descrever a simulac¸a˜o de dinaˆmica mole-
cular nas pectinases (pectina metilesterase, pectina liase, endopoligalacturonase e exopoligalacturonase)
utilizando o pacote de programas GROMACS [23]. Utilizamos a versa˜o 5.1.4 do GROMACS.
Segue os passos de simulac¸a˜o utilizados neste trabalho em todas as pectinases solvatadas (em 10 passos).
1o Passo: Criamos pastas que acomodara˜o os arquivos necessa´rios de forma organizada. Criamos
uma pasta no direto´rio Home com o nome ”alandefesa”.
2o Passo: Nesse passo, obtemos a estrutura prote´ica que participou da simulac¸a˜o. Para isso,
fomos para o depo´sito oficial de arquivos de estrutura de prote´ınas na internet, o RCSC PDB [80], e
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fizemos download da prote´ına no formato .pdb. Utilizaremos, como exemplo, a pectinase pectina metil
esterase extra´ıda da cenoura, cujo nome do arquivo e´ 1gq8.pdb.
3o Passo: Com o arquivo 1gq8.pdb salvo na pasta ”alanpredefesa”, criamos cinco arquivos vazios
nesta mesma pasta com os seguintes nomes: ”ions.mdp”, ”minim.mdp”, ”nvt.mdp”, ”npt.mdp”e ”md.mdp”,
os quais guardara˜o os valores dos paraˆmetros desejados para a simulac¸a˜o. O conteu´do que cada documento
deve conter esta´ descrito no Apeˆndice: Conteu´do dos arquivos utilizados na simulac¸a˜o.
4o Passo: Convertendo o arquivo .pdb em topologia .gro. Abrimos a prote´ına 1gq8.pdb no
programa PYMOL. Clicamos na opc¸a˜o ”S”que aparece no menu da parte inferior a` direita. Essa opc¸a˜o
permite apagar os ligantes da prote´ına e as mole´culas de a´gua do arquivo .pdb. Clicamos na moledula
”PCA”com o bota˜o direito e escolhemos a opc¸a˜o REMOVE. Procuramos, rolando a barra do mouse, a
mole´cula ”CAC”. Aparecem duas. Repitimos o procedimento de REMOVE feito com PCA. Procuramos
os ”O”s que se apresentam em vermelho. Removemos todos com o bota˜o direito e a opc¸a˜o REMOVE.
Fomos para a opc¸a˜o da barra FILE e salvamos o novo arquivo com o mesmo nome: 1gq8.pdb [23].
Abrimos o terminal do Linux. No terminal digitamos ”cd alandefesa”. Digitamos o seguinte
comando no direto´rio ”alanpredefesa”[23]:
O programa ira´ lhe apresentar algumas opc¸o˜es, aqui va˜o elas:
Figura 5.10: Campos de forc¸a do programa que podem ser utilizados na simulac¸a˜o.
Explicando os paraˆmetros: -f sempre significa entrada de dado; -o indica o arquivo de sa´ıda; -p
e´ a entrada do arquivo de topologia (neste u´nico caso e´ a sa´ıda, pois o estamos gerando).
Escolhemos o campo de forc¸a OPLS-AA/L (digitando 15). Juntamente com os arquivos 1gq8processed.gro
e topol.top, tambe´m foi gerado o posre.itp, o qual inclui-se na topologia da mole´cula como restric¸a˜o a`s
mole´culas de a´gua a serem adicionadas mais tarde [23].
5o Passo: Criamos um ambiente para abrigar a prote´ına juntamente com a a´gua (ainda ausente).
Para este fim, se enquadra o programa editconf. Neste, o arquivo de entrada e´ 1gq8processed.gro, o qual
sera´ modificado para 1gq8newbox.gro agora adicionado da caixa cu´bica vazia. Volte ao terminal e digite
o comando abaixo [23] para criar a caixa de simulac¸a˜o:
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O programa editconf e´ essencial para o propo´sito de dinaˆmica molecular de prote´ınas solvatadas,
e como tal, apresenta va´rias func¸o˜es. Primeiramente, editconf converte estruturas gene´ricas aos formatos
.gro, .g96 ou .pdb. No entanto, essa conversa˜o pode dar-se ao mesmo tempo em que se constro´i a caixa
de solvatac¸a˜o ao redor da prote´ına, com os seguintes paraˆmetros: -box, -d, -angles, -bt, especificando res-
pectivamente treˆs vetores como arestas da caixa, centralizando o sistema (raio de corte, em nanoˆmetros),
gerando aˆngulos dos ve´rtices e finalmente determinando o tipo de caixa triclinic, cubic, dodecahedron
ou octahedron. A opc¸a˜o box requer apenas um valor para uma caixa cu´bica, dodecaedro e octaedro
truncado. As dimenso˜es sa˜o ajustadas ao diaˆmetro do sistema, ou seja, a maior distaˆncia entre a´tomos,
mais duas vezes a distaˆncia especificada (no caso, 1.0 nm). Observe a Figura ??. [23].
Figura 5.11: Distanciamento na caixa cu´bica.
6o Passo: Solvate e´ um aplicativo importante no pacote GROMACS. Com ele, efetuamos o
preenchimento da caixa contendo a pectina metilesterase com mole´culas de a´gua. Este processo levou em
conta os contatos por raios de van der Waals entre soluto e algumas mole´culas de solvente, removendo
assim as segundas e evitando um conflito espacial. O modelo de a´gua que utilizaremos e´ o Simple Point
Charge water (SPC), sendo este apontado pelo arquivo da biblioteca spc216.gro. Naturalmente podemos
escolher outros modelos de a´gua que apresentam suporte para este programa, sendo inclu´ıdos no banco de
dados como novas substaˆncias ou como modificac¸o˜es de outras ja´ existentes, sendo a u´nica restric¸a˜o para
isso e´ que suas mole´culas sejam monome´ricas [23]. Para este passo, digite no console, ainda no direto´rio
principal [23]:
7o Passo: A presenc¸a de aminoa´cidos e terminais prote´icos carregados pode gerar um dese-
quil´ıbrio na topologia geral da prote´ına durante a simulac¸a˜o, ja´ que o sistema como um todo, por ser
microcanoˆnico, necessita ter uma carga resultante nula. Este programa adiciona cargas contra´rias a`que-
las geradas durante a conversa˜o do arquivo .pdb (pelo programa pdb2gmx), substituindo uma parte do
conjunto a` escolha do usua´rio. Em nosso caso, as extremidades C e N da pectinase, bem como os aminoa´-
cidos carregados positivamente (como lisinas) e outros negativamente (como a´cidos glutaˆmicos) geraram
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carga positiva e negativa. Isso exige a adic¸a˜o de ı´ons negativos para a neutralizac¸a˜o das cargas positivas
e adic¸a˜o de ı´ons positivos para a neutralizac¸a˜o das cargas negativas. [23].
Antes de proseguir, precisamos comentar sobre o programa grompp, pois ele sera´ necessa´rio agora.
Este e´ o pre´-processador GROMACS (GROMACS PreProcessor) que pre´-processa um arquivo que ira´
para a simulac¸a˜o de dinaˆmica molecular pelo programa mdrun, ou seja, qualquer simulac¸a˜o de dinaˆmica
molecular no GROMACS precisa antes ser parametrizada por este programa. Grompp leˆ um arquivo de
topologia, faz substituic¸o˜es necessa´rias no que se diz respeito a tipos e configurac¸o˜es moleculares: aˆngulos
e distaˆncias de ligac¸a˜o podem ser convertidos em restric¸o˜es (comando -r) por adic¸a˜o de hidrogeˆnios ou
a´tomos pesados. E´ feita a leitura dos paraˆmetros a serem utilizados na futura simulac¸a˜o, com correc¸o˜es
para uma acelerac¸a˜o resultante se igualar a zero, criando um arquivo bina´rio o qual sera´ a base para o
mdrun trabalhar [23]. Assim, entramos no direto´rio ”alandefesa”e digitamos:
Em seguida, digitamos o comando:
Para manter o nu´mero original de a´tomos no sistema, o prompt do programa vai lhe dar as
opc¸o˜es do meio a ser substitu´ıdo pelos ı´ons neutralizantes a serem introduzidos. A melhor opc¸a˜o para
nosso propo´sito foi a remoc¸a˜o de mole´culas de a´gua, ou seja, de solvente [23].
Digitamos: 13
8o Passo: Em seguida, fizemos a minimizac¸a˜o da enegia. Rearranjamos o sistema para promover
a remoc¸a˜o de contatos de van der Waals aberrantes origina´rios pelas rece´m introduzidas mole´culas de
a´gua e pela rede de ligac¸o˜es de hidrogeˆnio rompidas. Essas variac¸o˜es espaciais podem gerar energias
extremas, as quais sa˜o liberadas logo no inicio da etapa da dinaˆmica molecular, com alta probabilidade
de comprometimento da integridade da estrutura inicial prote´ica pela ocasional introduc¸a˜o de distorc¸o˜es
indeseja´veis [23].
Depois digitamos:
O pre´-processador grompp e´ necessa´rio para concatenar todos os paraˆmetros necessa´rios para a
simulac¸a˜o em si atrave´s da gerac¸a˜o de um u´nico arquivo, neste caso o em.tpr. E´ este arquivo que serve de
entrada para o programa principal do pacote GROMACS, o mdrun (responsa´vel pela dinaˆmica molecular
do passo 7) [23].
9o Passo: Fizemos uma dinaˆmica de restric¸a˜o preparando a prote´ına para a principal simulac¸a˜o.
Nesta etapa, a prote´ına tem seus a´tomos restringidos, ou seja, seus movimentos ficam limitados enquanto
a a´gua e´ livre para acomodar-se de maneira otimizada ao longo de sua superf´ıcie. Fizemos isso porque,
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com a restric¸a˜o dos movimentos da prote´ına, a a´gua se organiza em func¸a˜o do suporte [23]. No direto´rio
alanpredefesa, digitamos [23]:
Depois digitamos:
Em seguida, no direto´rio alanpredefesa digitamos [23]:
Depois digitamos:
Para acompanhar a evoluc¸a˜o da simulac¸a˜o da pressa˜o com o tempo abra outro terminal e va´ para
o subdiretorio alandefesa digitando o comando [23]:
Digite: 16 0
gerando o arquivo temperature.xvg, que e´ o gra´fico da pressa˜o que pode ser visualizado com o programa
GRACE.
10o Passo: Nessa parte, geramos os dados que foram utilizados para nossas ana´lises. Mas antes,
vamos comentar um pouco sobre o mdrun (Molecular Dynamics Run), o qual e´ responsa´vel pela dinaˆmica
molecular propriamente dita. O mdrun e´ o programa principal do pacote GROMACS. E´ o motor das
simulac¸o˜es de dinaˆmica molecular. E´ importante que a prote´ına simulada ja´ esteja com sua energia
minimizada, para evitar problemas na caixa de hidratac¸a˜o por poss´ıveis contatos pro´ximos demais entre
a´tomos (7o Passo) [23].
Todo o processo desde os arquivos .pdb a` conversa˜o ao formato gromos, a` confecc¸a˜o da caixa de
solvatac¸a˜o, ao preenchimento da mesma, foi um caminho de preparac¸a˜o ao mdrun. Primeiramente uma
lista de vizinhanc¸as e´ feita, enta˜o as forc¸as comec¸am a serem computadas (com base na temperatura
e pressa˜o), globalmente somadas e velocidades e posic¸o˜es sa˜o atualizadas. Se necessa´rio, uma agitac¸a˜o
e´ feita para se restringir os comprimentos e aˆngulos das ligac¸o˜es. Sa˜o gerados treˆs arquivos ao fim do
processo: a trajeto´ria, o qual conte´m as coordenadas de todos os a´tomos ao longo do tempo (portanto as
velocidades); a estrutura, guarda as coordenadas e velocidades do u´ltimo passo; a energia; e salva valores
de energia, pressa˜o entre outros. Um arquivo .log tambe´m e´ gerado, o qual pode vir a ser u´til para fins de
arquivamento do processo. Uma nova realizac¸a˜o e´ poss´ıvel (pelo comando rerun) caso haja necessidade
[23].
Entramos no direto´rio alandefesa e digitamos o seguinte comando [23]:
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Para comec¸ar a dinaˆmica, cujo ca´lculo e´ o mais demorado, digitamos:
Apo´s finalizar a dinaˆmica, digitamos:
Escolhemos a opc¸a˜o: 0
Para uma ana´lise visual da prote´ına apo´s essas simulac¸o˜es, convertemos os dados do arquivo traj.xtc para
um arquivo de sa´ıda com extensa˜o .pdb. Essa rotina e´ realizada pelo programa conversor de formatos
(trjconv) para gerar a nova conformacao da proteina apo´s sujeita as restrio˜es estabelecidas (temperatura
e pressa˜o). Digitamos o comando que transforma a trajeto´ria em arquivo animado [23]:
Escolhemos a opc¸a˜o: 0
Em seguida, novamente, digitamos: 0
Para ver o resultado, utilizamos o visualizador de prote´ınas PyMol para visualizar a simulac¸a˜o
feita com a prote´ına pectina metilesterase do suco de cenoura, conforme a Figura ??.
Figura 5.12: Caixa de simulac¸a˜o da prote´ına com a´gua simulada pelo GROMACS e gerada pelo programa
PyMol. Em azul sa˜o as mole´culas de a´gua e rosa e´ a pectina metil esterase.
Apo´s todos esses passos, agora podemos obter o resultado das propriedades de interesse no tra-
balho. Nesse trabalho, queremos o raio de girac¸a˜o das pectinases utilizadas na fabricac¸a˜o de suco de
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frutas. Com o comando abaixo, obtemos o raio de girac¸a˜o da prote´ına pectina metilesterase extra´ıda do
suco de cenoura. E utilizamos os mesmo passos 10 passos, para obter o raio de girac¸a˜o da pectina liase,
endopoligalacturonase e exopoligalacturonase sob efeito de diferentes presso˜es. Para obtermos o gra´fico
do raio de girac¸a˜o sob efeito da pressa˜o nas pectinases, digitamos o seguinte comando [23]:
E escolhemos a opc¸a˜o: 4
Raio de girac¸a˜o
A avaliac¸a˜o do comportamento da estrutura das pectinases sob efeito da pressa˜o, utilizando o
GROMACS, foi realizada calculando o raio de girac¸a˜o ao longo do tempo. Esta ana´lise e´ responsa´vel pela
verificac¸a˜o da compactac¸a˜o da prote´ına. O raio de girac¸a˜o das pectinases de interesse no trabalho foram
obtidas atrave´s do programa gyrate do GROMACS, que utiliza a equac¸a˜o do raio de girac¸a˜o, que pode
ser obtida pelo momento de ine´rcia da prote´ına [23]:
I =
∑
i
r2imi (5.35)
onde ri e´ a posic¸a˜o do a´tomo i em relac¸a˜o ao centro de massa da mole´cula, mi e´ sua respectiva massa e
I representa a ine´rcia de rotac¸a˜o. Se a massa da prote´ına estiver concentrada a` uma distaˆncia Rg:
I =
∑
i
R2gmi = R
2
g
∑
i
mi = R
2
gM (5.36)
R2g = I/M ⇒ Rg =
[
I
M
]1/2
=
[∑
i r
2
imi∑
imi
]1/2
(5.37)
Cap´ıtulo 6
Resultados e discusso˜es
Fizemos simulac¸o˜es por dinaˆmica molecular utilizando utilizando o pacote de programa GRO-
MACS versa˜o 5.1.14 e o campo de forc¸a OPLS/AA. A prote´ına utilizada na simulac¸a˜o sa˜o as pecti-
nases: Pectina Metilesterase, Pectina Liase, Endopoligalacturonase e Exopoligalacturonase. A estrutra
da prote´ına utilizado para simular e´ encontrada no Protein Data Bank (PDB), responsa´vel por coletar,
armazenar e distribuir estruturas tridimensionais de prote´ınas obtidos usando SAXS e RMN.
Para estimar o raio de girac¸a˜o da prote´ına em func¸a˜o da pressa˜o, geramos gra´ficos extra´ıdos
da simulac¸a˜o com o GROMACS. Simulamos utilizando incialmente um tempo computacional de 1000
ps nas quatro pectinases estudadas nesse trabalho. No entanto, o tempo de simulac¸a˜o era muito curto
para afirmar uma estabilidade estrutural. Diante disso, realizou-se os ca´lculos do raio de girac¸a˜o com as
mesmas presso˜es, mas desta vez com um tempo maior de simulac¸a˜o, acima de 7000 ps. As figuras abaixo
(Figuras6.1, 6.2, 6.3 e 6.4.) mostram o raio de girac¸a˜o em func¸a˜o da pressa˜o que a prote´ına foi submetida
na simulac¸a˜o, sendo que o tempo de simulac¸a˜o usado foi acima de 7000 ps.
Figura 6.1: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da exopoligalacturonase a 1bar
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Figura 6.2: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da exopoligalacturonase a 1000bar
Figura 6.3: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da exopoligalacturonase a 3000bar
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Figura 6.4: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da exopoligalacturonase a 5000bar
Apo´s o ca´lculo do raio de girac¸a˜o das quatro pectinases submetidas a diferentes presso˜es, extra´ı-
mos o valor do raio de girac¸a˜o a partir dos gra´ficos. Em seguida, protamos o raio de girac¸a˜o em func¸a˜o
da pressa˜o para as quatro pectinases.
Figura 6.5: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da pectina metilesterase para diferentes valores de pressa˜o.
Para a pectina metilesterase o raio de girac¸a˜o reduziu 3, 39 por cento.
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Figura 6.6: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da pectina liase para diferentes valores de pressa˜o.
Para a pectina liase o raio de girac¸a˜o reduziu 3, 01 por cento.
Verificando esses g?aficos, vemos que a reduc¸a˜o do raio de girac¸a˜o com aumento da pressa˜o teve
um comportamento linear para a pectina metilesterase (Figura 6.5) e endopoligalacturonase (Figura 6.7).
Figura 6.7: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da endopoligalacturonase para diferentes valores de pressa˜o.
Para a endopoligalacturonase o raio de girac¸a˜o reduziu 3, 17 por cento.
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Figura 6.8: Gra´fico do raio de girac¸a˜o da exopoligalacturonase para diferentes valores de pressa˜o.
Para a exopoligalacrunase o raio de girac¸a˜o reduziu 2, 94 por cento.
Enquanto que, a reduc¸a˜o do raio de girac¸a˜o com aumento da pressa˜o teve um comportamento
mais suave para a pectina liase (Figura 6.6) e exopoligalacturonase (Figura 6.8) comparado aos g?aficos
da pectina metilesterase e endopoligalacturonase.
Cap´ıtulo 7
Conclusa˜o
Observamos que quanto maior o tempo de simulac¸a˜o para o ca´lculo do raio de girac¸a˜o, maior a
precisa˜o nos resultados. Assim, apenas os ca´lculos do raio de girac¸a˜o com tempos acima de 6000 ps foram
levados em conta para ana´lise do raio de girac¸a˜o em diferentes presso˜es.
A reduc¸a˜o do raio de girac¸a˜o com aumento da pressa˜o teve um comportamento linear para a
pectina metilesterase e endopoligalacturonase, e mais suave para a pectina liase e exopoligalacturonase.
Para incrementos significativamente elevados na pressa˜o, ha´ mudanc¸as na estabilidade conforma-
cional das prote´ınas pectinases em relac¸a˜o a` suas estruturas nativas. Notamos uma diminuic¸a˜o no raio
de girac¸a˜o de todas as pectinases conforme aumentamos a pressa˜o. Os resultados mostram que, para
presso˜es ate´ 9000 bar (900 MPa), o raio de girac¸a˜o e´ reduzido em ate´ 3,39 por cento, sendo que a pectina
metilesterase e´ a pectinase que mais reduziu o raio de girac¸a˜o por causa da pressa˜o.
Cap´ıtulo 8
Apeˆndice
8.1 Conexa˜o entre as propriedades macrosco´picas e o estado
microsco´pico.
8.1.1 Ensemble microcanoˆnico
Um sistema f´ısico formado por dois fluidos simples, ausente de campos externos, separados por
uma parede adiaba´tica, fixa e impermea´vel. Sendo seu estado microsco´pico representado por uma energia
E, volume V e nu´mero de part´ıculas N , e podendo estar vinculado a` um conjunto de Xi v´ınculos internos.
Isto e´, uma caracterizac¸a˜o das propriedades termodinaˆmicas. O primeiro postulado da mecaˆnica esta-
t´ıstica de equil´ıbrio, define o ensemble microcanoˆnico: Os estados microsco´picos acess´ıveis a um sistema
fechado em equ´ılibrio sa˜o igualmente prova´veis. Segundo o postulado, a probabilidade de encontrar o
sistema em um estado e´ proporcional ao nu´mero de estados microsco´pico Ω(E, V,N ;Xi) [75]:
P (Xi) ∝ Ω(E, V,N ;Xi). (8.1)
Sendo assim, o segundo postulado da mecaˆnica estat´ıstica de equil´ıbrio e´ definic¸a˜o da entropia
reproduzindo a conexa˜o do ensemble microcanoˆnico com a termodinaˆmica:
S(E, V,N) = kBlnΩ(E, V,N). (8.2)
A entropia S e´ dada enta˜o pelo logaritmo do nu´mero de microestados. No entanto, essa conexa˜o
deve ser feita no limite termodinaˆmico, ou seja, para E, V,N → ∞, com densidades fixas, E/N = u,
V/N = v, onde u e v sa˜o constantes [75].
8.1.2 Ensemble canoˆnico
No caso de um sistema termodinaˆmico simples em contato com um reservato´rio te´rmico atrave´s
de uma parede diate´rmica, mas fixa e impermea´vel. No caso do sistema composto isolado, com energia
total E0, os postulados fundamentais da mecaˆnica estat´ıstica de equil´ıbrio podem ser utilizados. A
probabilidade Pj de encontrar o sistema S num determinado estado microsco´pico j e´ dado por [75],
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Pj = cΩR(E0 − Ej), (8.3)
onde c e´ uma constante de normalizac¸a˜o, Ej e´ a energia do sistema S no particular estado microsco´pico
j e ΩR(E) e´ o nu´mero de estados microsco´picos acess´ıveis ao reservato´rio R com energia E, onde pode-se
mostrar [75]:
Pj =
exp(−βEj)∑
j exp(−βEj)
, (8.4)
onde β = 1kbT e o conjunto de microestados j associados a esta distribuic¸a˜o de probabilidades acess´ıveis
ao sistema S, em contato com um reservato´rio te´rmico a temperatura T , definem o ensemble canoˆnico.
Logo, se define a func¸a˜o de partic¸a˜o a partir da normalizac¸a˜o da probabilidade Pj [75]:
Z =
∑
j
exp(−βEj), (8.5)
e´ uma soma dos fatores de Boltzmann exp(−βEj) dos estados microsco´picos acess´ıveis ao sistema.
A partir de enta˜o podemos determinar a energia livre de Helmholtz, energia livre magne´tica e energia
livre de Gibbs [75],
F = F (T, V,N)→ − 1
β
lnZ(T, V,N), (8.6)
se fizermos o limite termodinaˆmico temos,
−βf(T, v) = lim
V,N →∞; V
N
= v
1
N
lnZ(T, V,N), (8.7)
A entropia por part´ıcula vai ser dada por:
s = − ∂f
∂T
(8.8)
e a energia interna por part´ıcula e´;
u = − 1
N
∂
∂β
lnZ (8.9)
e a conexa˜o entre o ensemble canoˆnico e a termodinaˆmica e´ realizado no limite termodina˜mico [75].
8.1.3 Ensemble isote´rmico-isoba´rico
Um sistema S em contato com um reservato´rio R de calor e de trabalho(isto e´, com temperatura e pressa˜o
constantes), este sistema composto esta´ isolado com energia total E0 e volume total V0 separados por
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uma parade ideal diate´rmica e mo´vel, mas impermea´vel a` passagem de part´ıculas. Enta˜o, a probabilidade
de encontrar um microestado j, com energia Ej e volume Vj e´ [75],
Pj = cΩR(E0 − Ej , V0 − Vj), (8.10)
onde c e´ uma constante e ΩR(E, V ) e´ o nu´mero de microestados acess´ıveis ao reservato´rio R, com energia
E e volume V , pode-se mostrar que [75]:
Pj =
1
Y
exp(−βEj − βpVj), (8.11)
e a func¸a˜o de partic¸a˜o Y e´,
exp(−βEj − βpVj). (8.12)
A soma sobre os fatores de Boltzmann sobre os microsestados j, o ensemble das presso˜es e´ constitu´ıdo
pelo conjunto (j, Pj) de microestados e suas respectivas probabilidades [75]. Sendo assim, atrave´s da
energia livre de Helmholtz:
F = F (T, V,N)→ − 1
β
lnY (T, V,N), (8.13)
no limite termodinaˆmico temos,
−βf(T, v) = lim
V,N →∞; V
N
= v
1
N
lnY (T, V,N), (8.14)
A entropia por part´ıcula vai ser dada por:
s = − ∂f
∂T
(8.15)
e a energia interna por part´ıcula e´:
u = − 1
N
∂
∂β
lnY (8.16)
8.2 Conteu´do dos arquivos utilizados na simulac¸a˜o
Os cinco arquivos vazios com os nomes: ”ions.mdp”, ”minim.mdp”, ”nvt.mdp”, ”npt.mdp”e ”md.mdp”, os
quais guardara˜o os valores dos paraˆmetros desejados para a simulac¸a˜o, devem conter os conteu´dos abaixo
retirados da refereˆncia [69]. Em seguida, copie o conteu´do dos cinco textos abaixo, sendo cada um em
seu respectivo documento.
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No documento ions.mdp cole o texto abaixo:
; ions.mdp
; - used as input into grompp to generate ions.tpr
; Parameters describing what to do, when to stop and what to save
integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)
emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep = 0.01 ; Energy step size
nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform
; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions
nstlist = 1 ; Frequency to update the neighbor list and long range forces
cutoff-scheme = Verlet
ns type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)
coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions
rcoulomb = 1.0 ; Short-range electrostatic cut-off
rvdw = 1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off
pbc = xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)
No documento minim.mdp cole o texto abaixo:
; minim.mdp
; - used as input into grompp to generate em.tpr
integrator = steep ; Algorithm (steep = steepest descent minimization)
emtol = 1000.0 ; Stop minimization when the maximum force < 1000.0 kJ/mol/nm
emstep = 0.01 ; Energy step size
nsteps = 50000 ; Maximum number of (minimization) steps to perform
; Parameters describing how to find the neighbors of each atom and how to calculate the interactions
nstlist = 1 ; Frequency to update the neighbor list and long range
forces
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid ; Method to determine neighbor list (simple, grid)
coulombtype = PME ; Treatment of long range electrostatic interactions
rcoulomb = 1.0 ; Short-range electrostatic cut-off
rvdw = 1.0 ; Short-range Van der Waals cut-off
pbc = xyz ; Periodic Boundary Conditions (yes/no)
No documento nvt.mdp cole o texto abaixo:
; nvt.mdp
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title = OPLS Lysozyme NVT equilibration
define = -DPOSRES ; position restrain the protein
; Run parameters
integrator = md ; leap-frog integrator
nsteps = 50000 ; 2 * 50000 = 100 ps
dt = 0.002 ; 2 fs
; Output control
nstxout = 500 ; save coordinates every 1.0 ps
nstvout = 500 ; save velocities every 1.0 ps
nstenergy = 500 ; save energies every 1.0 ps
nstlog = 500 ; update log file every 1.0 ps
; Bond parameters
continuation = no ; first dynamics run
constraint-algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs-iter = 1 ; accuracy of LINCS
lincs-order = 4 ; also related to accuracy
; Neighborsearching
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid ; search neighboring grid cells
nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet
rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)
rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)
; Electrostatics
coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme-order = 4 ; cubic interpolation
fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling is on
tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau-t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps
ref-t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling is off
pcoupl = no ; no pressure coupling in NVT
; Periodic boundary conditions
pbc = xyz ; 3-D PBC
; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation
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gen-vel = yes ; assign velocities from Maxwell distribution
gen-temp = 300 ; temperature for Maxwell distribution
gen-seed = -1 ; generate a random seed
No documento npt.mdp cole o texto abaixo:
; npt.mdp
title = OPLS Lysozyme NPT equilibration
define = -DPOSRES ; position restrain the protein
; Run parameters
integrator = md ; leap-frog integrator
nsteps = 50000 ; 2 * 50000 = 100 ps
dt = 0.002 ; 2 fs
; Output control
nstxout = 500 ; save coordinates every 1.0 ps
nstvout = 500 ; save velocities every 1.0 ps
nstenergy = 500 ; save energies every 1.0 ps
nstlog = 500 ; update log file every 1.0 ps
; Bond parameters
continuation = yes ; Restarting after NVT
constraint-algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs-iter = 1 ; accuracy of LINCS
lincs-order = 4 ; also related to accuracy
; Neighborsearching
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid ; search neighboring grid cells
nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet scheme
rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)
rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)
; Electrostatics
coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme-order = 4 ; cubic interpolation
fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling is on
tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau-t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps
ref-t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
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; Pressure coupling is on
pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau-p = 2.0 ; time constant, in ps
ref-p = 3000.0 ; reference pressure, in bar
compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, 1/bar
refcoord-scaling = com
; Periodic boundary conditions
pbc = xyz ; 3-D PBC
; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation
gen-vel = no ; Velocity generation is off
No documento md.mdp cole o texto abaixo:
; md.mdp
title = OPLS Lysozyme MD simulation
; Run parameters
integrator = md ; leap-frog integrator
nsteps = 500000 ; 2 * 500000 = 1000 ps (1 ns)
dt = 0.002 ; 2 fs
; Output control
nstxout = 5000 ; save coordinates every 10.0 ps
nstvout = 5000 ; save velocities every 10.0 ps
nstenergy = 5000 ; save energies every 10.0 ps
nstlog = 5000 ; update log file every 10.0 ps
nstxout-compressed = 5000 ; save compressed coordinates every 10.0 ps
; nstxout-compressed replaces nstxtcout
compressed-x-grps = System ; replaces xtc-grps
; Bond parameters
continuation = yes ; Restarting after NPT
constraint-algorithm = lincs ; holonomic constraints
constraints = all-bonds ; all bonds (even heavy atom-H bonds) constrained
lincs-iter = 1 ; accuracy of LINCS
lincs-order = 4 ; also related to accuracy
; Neighborsearching
cutoff-scheme = Verlet
ns-type = grid ; search neighboring grid cells
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nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet scheme
rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in nm)
rvdw = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in nm)
; Electrostatics
coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range electrostatics
pme-order = 4 ; cubic interpolation
fourierspacing = 0.16 ; grid spacing for FFT
; Temperature coupling is on
tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat
tc-grps = Protein Non-Protein ; two coupling groups - more accurate
tau-t = 0.1 0.1 ; time constant, in ps
ref-t = 300 300 ; reference temperature, one for each group, in K
; Pressure coupling is on
pcoupl = Parrinello-Rahman ; Pressure coupling on in NPT
pcoupltype = isotropic ; uniform scaling of box vectors
tau-p = 2.0 ; time constant, in ps
ref-p = 3000.0 ; reference pressure, in bar
compressibility = 4.5e-5 ; isothermal compressibility of water, 1/bar
; Periodic boundary conditions
pbc = xyz ; 3-D PBC
; Dispersion correction
DispCorr = EnerPres ; account for cut-off vdW scheme
; Velocity generation
gen-vel = no ; Velocity generation is off
8.3 Pressa˜o constante com o me´todo de Andersen
Em 1980, Hans C. Andersen sugeriu novas formas de se fazer simulac¸o˜es por dinaˆmica molecular
que permitem obter propriedades em outros ensembles nos quais a energia e o volume na˜o sa˜o fixos.
Mostrou que as me´dias sobre a trajeto´ria no espac¸o de fase durante uma simulac¸a˜o eram iguais a` me´dia no
ensemble canoˆnico, permitindo ao sistema flutuar a energia, de modo a manter a temperatura constante.
Tambe´m mostrou que os resultados que me´dias temporais durante as simulac¸o˜es eram iguais a` me´dia no
ensemble isoenta´lpico-isoba´rico, pois permitia ao sistema flutuac¸o˜es adiaba´ticas de volume [19].
Para o ensemble isoenta´lpico-isoba´rico, a ideia e´ tratar o volume Ω do sistema como uma varia´vel
dinaˆmica. Com o intuito de ilustrar um pouco do me´todo, vamos fazer alguns ca´lculos ate´ obter a
hamiltoniana do sistema. O me´todo tem a lagrangiana dada por [19]:
ζ(~rN , ~vN ,Ω, ω˙) =
1
2
N∑
i=11
mi~vi.~vi −
N∑
i=1
N∑
j>1
φ(~rij) +
1
2
M Ω˙2 − PextΩ, (8.17)
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onde m e´ a massa do pista˜o que permite ao sistema contrair e expandir isotropicamente e Pext e´ a pressa˜o
externa aplicada ao sistema. O primeiro termo fornece a energia cine´tia total, o segundo e´ a energia
potencial entre pares de part´ıculas, o terceiro termo a energia cine´tica associada a variac¸a˜o do volume e
o quarto termo e´ a energia potencial associada ao volume [19].
Para que a simulac¸a˜o seja fiel ao resultado experimental na˜o deve ter gradientes de velocidade e
deve responder instantaneamente e uniformemente a diferenc¸a entre a pressa˜o externa e a interna. Cada
uma das part´ıculas deve responder ao mesmo tempo para que as flutuac¸o˜es de volume sejam pulsac¸o˜es do
sistema. Utilizando condic¸o˜es perio´dicas de contorno, o me´todo impo˜e esse comportamtento ao sistema
escalando as posic¸o˜es das part´ıculas ri e fazendo a simulac¸a˜o com as varia´veis escaladas
ρi = riΩ
−1/3 (8.18)
Como a posic¸a˜o das part´ıculas sempre dentro da caixa de simulac¸a˜o ρi sera´ sempre um nu´-
mero adimensional entre zero e um, isso permite a utilizac¸a˜o de condic¸o˜es perio´dicas de contorno [19].
Reescrevendo a lagrangiana com as varia´veis escalas temos:
ζ(ρN , ρ˙N ,Ω, Ω˙) =
1
2
Ω2/3
N∑
i=1
miρ˙i.ρ˙i −
N∑
i=1
N∑
j>1
φ(Ω1/3ρij) +
1
2
M Ω˙2 − PextΩ, (8.19)
O momento conjugado de ρ˙i sera´
pii =
∂ζ
∂ρ˙i
= miΩ
2/3ρ˙i (8.20)
e o momento conjugado de Ω sera´
Π =
∂ζ
∂Ω˙
= M Ω˙. (8.21)
Assim, a hamiltoniana e´ dada por:
H(ρN , pi,Ω,Π) =
1
2mΩ2/3
N∑
i=1
pii.pii +
N∑
i<j=1
φ(Ω2/3ρij) +
Π2
2M
+ PextΩ. (8.22)
Ao continuarmos, obteremos as equac¸o˜es de Newton para as part´ıculas e para o volume. Este
me´todo cumpre a meta de simular o ensemble isoenta´lpico-isoba´rico, pois permite ao sistema flutuac¸o˜es
adiaba´ticas de volume, tratando este como uma varia´vel dinaˆmica, sem perturbar o equil´ıbrio do sistema,
pois utiliza o conjunto de varia´veis escaladas [19]. Para ver o ca´lculo no ensemble isote´rmico-isoba´rico,
ver a refereˆncia [74].
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8.4 Dipolos ele´tricos
8.4.1 O dipolo ele´trico
Sa˜o conhecidos dois tipos de dipolos ele´tricos, os dipolos ele´tricos permanentes e os induzidos.
Mole´culas polares possuem dipolos ele´tricos permanentes, em que o centro geome´trico das cargas positivas
na˜o coincide exatamente com o centro geome´trico das cargas negativas, ou seja, a configurac¸a˜o espacial
dos a´tomos que a constituem na˜o e´ sime´trica, como ocorre na mole´cula de a´gua. As distribuic¸o˜es esfe´ricas
de cargas, em um sobreposic¸a˜o, perdem sua forma esfe´rica porque se modificam. Em um dipolo ele´trico,
as linhas de campo ele´trico sa˜o conforme apresentadas na Figura 8.1 [81].
Figura 8.1: Linhas de campo do dipolo ele´trico [81]
As linhas de campo ele´trico se concentram entre as cargas, e menos nas outras regio˜es. O campo
ele´trico na regia˜o central a`s duas cargas e´ mais intenso do que nos pontos a` esquerda da carga positiva e
a` direita da carga negativa [81].
Quando o dipolo esta´ imerso num campo ele´trico externo, as duas cargas ficam sujeitas a` ac¸a˜o
de forc¸as ele´tricas (Figura 8.2).
Figura 8.2: Dipolo ele´trico num campo ele´trico externo [81]
Nesse caso, podemos observar que as forc¸as que atuam sobre as cargas fazem com que aja um
torque sobre o dipolo, e esse torque seja perpendicular ao plano do papel.
Um torque gerado e´ induzido e tem o centro de massa do dipolo como origem, e o segundo torque
gerado pela forc¸a resultante, age sobre o dipolo e e´ aplicado no seu centro, o qual se localiza numa posic¸a˜o
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r em relac¸a˜o a origem O′ qualquer.
Fazendo outra ana´lise do dipolo, considere as duas cargas pontuais, +q e −q, separadas pela
distaˆncia d. Fazendo com que o eixo z passe pelas cargas e colando a origem no meio da distaˆncia entre
elas (Figura 8.3).
Figura 8.3: Dipolo ele´trico composto por duas cargas iguais e de sinais opostos separadas por uma
distaˆncia d [82].
Usando a equac¸a˜o [82]:
φ(x, y, z) =
∑
j
1
4pi0
qj
rj
(8.23)
o potencial e´ dado por:
φ(x, y, z) =
1
4pi0
[
q√
[z − (d/2)]2 + x2 + y2 +
−q√
[z + (d/2)]2 + x2 + y2
]
. (8.24)
Para ilustrar uma aplicac¸a˜o, temos como exemplo que, duas cargas separadas por uma pequena
distaˆncia podem ser considerada uma antena. Sobre o efeito de um campo ele´trico externo, os ele´trons e
pro´tons sentem forc¸as opostas, por isso, sa˜o deslocados uns em relac¸a˜o aos outros. Em um condutor, os
ele´trons se tendem a se deslocar para a superf´ıcie, de forma que o campo ele´trico no interior seja nulo.
Em um isolante, os ele´trons sofrem pouco deslocamento, devido a forte atrac¸a˜o com os nu´cleos, mas,
mesmo assim, ocorrem pequenos deslocamentos, deslocando o centro de carga entre pares de part´ıculas
ou entre mole´culas. Assim, embora as mole´culas permanec¸am neutras em um campo ele´trico externo,
existira´ sempre uma pequena separac¸a˜o de suas cargas negativas e positivas, com isso, se tornam um
dipolo microsco´pico [82].
Considerando o campo de duas cargas opostas com uma pequena separac¸a˜o d, podemos obter
uma aproximac¸a˜o do potencial expandindo os termos de (8.24) em uma se´rie de poteˆncias em termos de d.
Desprezando os termos de segunda ordem e superior em d, e considerando que d e´ desprez´ıvel comparado
a r, temos:
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(
z − d
2
)2
≈ z2 − zd. (8.25)
Sendo que,
r2 = x2 + y2 + z2. (8.26)
Assim,
(
z − d
2
)2
+ x2 + y2 ≈ r2 − zd = r2
(
1− zd
r2
)
, (8.27)
e
1√
[z − (d/2)]2 + x2 + y2 ≈
1√
r2 [1− zd/r2] ≈
1
r
(
1− zd
r2
)−1/2
(8.28)
Aplicando a expansa˜o binomial para
[
1− (zd/r2)]−1/2, temos
1
r
(
1 +
1
2
zd
r2
)
. (8.29)
Analogamente,
1√
[z + (d/2)]2 + x2 + y2
≈ 1
r
(
1− 1
2
zd
r2
)
(8.30)
Obtemos que,
φ(x, y, z) =
1
4pi0
z
r3
qd. (8.31)
Observamos que o potencial ele´trico e´ proporcional a qd. Este produto e´ definido como o momento de
dipolo p das duas cargas [82].
p = qd (8.32)
Assim, a equac¸a˜o (8.31) pode ser escrita na forma:
φ(x, y, z) =
1
4pi0
pcosθ
r2
(8.33)
sendo que z/r = cosθ e θ e´ o aˆngulo entre o eixo do dipolo e o raio vetor do ponto (x, y, z), representados
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na Figura 8.3). Portanto, o potencial de um dipolo decai com 1/r2. E o campo ele´trico E para o dipolo
ira´ enta˜o decair com 1/r3 [82].
Considere agora duas superf´ıcie esfe´ricas superpostas, duas esferas com distribuic¸a˜o de carga que
varie com o cosseno do aˆngulo polar e densidades volume´tricas uniformes uma de carga positiva e a outra
de carga negativa. Estando superpostas para formarem uma esfera descarregada. Se uma esfera for
ligeiramente deslocada com respeito a` outra, uma pequena carga positiva surgira´ de um lado, e negativa
no lado oposto, como mostrado na Figura 8.4 [82].
Figura 8.4: Duas esferas sobrepostas uniformemente carregadas, quando um curto deslocamento, sa˜o uma
distribuic¸a˜o superficial de cargas na˜o uniforme [82].
Devido ao pequeno deslocamento entre as esferas, a densidade superficial de cargas sera´ propor-
cional ao cosseno do aˆngulo polar. Como o potencial no exterior de cada uma das esferas e´ o mesmo que
o de uma carga pontual, o potencial total e´ de um dipolo [82].
Assim, em uma distribuic¸a˜o com densidade superficial de carga que varie com o cosseno do aˆngulo
[82]:
p =
4piσ0r
3
3
. (8.34)
E no interior da esfera [82],
E =
σ0
30
. (8.35)
8.4.2 Os campos de condutores carregados
Se uma carga total Q for colocada em um condutor, na˜o podemos dizer com precisa˜o a localizac¸a˜o
das cargas, apenas que esta˜o espalhadas na superf´ıcie do condutor. Para sabermos de que forma as cargas
esta˜o distribuidas na superf´ıcie, de forma que o potencial na superf´ıcie seja constante, podemos supor
uma certa distribuic¸a˜o de cargas e calcular o potencial. Ao verificar, se o potencial na˜o for constante na
superf´ıcie, precisamos supor uma outra distribuic¸a˜o de cargas ate´ encontrar o que procuramos. Para o
processo na˜o durar por longos per´ıodos de tempo, e´ necessa´rio buscar me´todos (computacionais ou na˜o)
que facilem a escolha da distribuic¸a˜o de cargas [82].
8.4.3 Polarizac¸a˜o eletroˆnica
Sobre a ac¸a˜o de um campo ele´trico, as cargas positivas de um a´tomo sa˜o deslocadas para um
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lado e as cargas negativas para o outro lado. Com isso, existe um ligeiro deslocamento l´ıquido dos centros
de cargas, induzindo um momento dipolar ele´trico resultante. Para campos ele´tricos pouco intensos, o
deslocamento e o momento dipolar (ou de dipolo) e´ proporcional ao campo ele´trico aplicado. A polarizac¸a˜o
eletroˆnica e´ o deslocamento que ocorre com os ele´trons produzindo o momento de dipolo induzido [82].
Uma prote´ın tem a presenc¸a de diversos campos ele´tricos. Pore´m, se considera´rmos que cada
a´tomo sofre a ac¸a˜o de um campo ele´trico constante, o centro de carga dos ele´trons do a´tomo obedecem
a` seguinte equac¸a˜o [82],
mω20x = qeE. (8.36)
sendo que o lado esquerdo da equac¸a˜o represntac¸a˜o a ac¸a˜o de e´ uma forc¸a restauradora, enquanto o lado
direito representa a forc¸a do campo ele´trico sentido. Assim,
x =
qcE
mω20
. (8.37)
Com isso,
p = qex =
q2cE
mω20
, (8.38)
onde p e´ proporcional ao campo ele´trico. Portanto,
Se houver N a´tomos num volume unita´rio, a polarizac¸a˜o P (por unidade de volume) e´ dada por
[82]:
P = Np = N
q2cE
mω20
(8.39)
A polarizac¸a˜o eletroˆnica continua a mesma ate´ as frequeˆncias de ressonaˆncia, grac¸as a` menor
ine´rcia dos ele´trons [82].
8.4.4 Mole´culas polares; orientac¸a˜o de polarizac¸a˜o
Em uma mole´cula com momento de dipolo permanente p0, por exemplo a mole´cula de a´gua, na auseˆncia
de campo ele´trico, os dipolos individuais apontam em direc¸o˜es aleato´rias, mas o momento resultante por
unidade de volume e´ nulo. Quando submetido a um campo ele´trico externo, existe um momento de
dipolo devido a`s forc¸as nos ele´trons, sendo o mesmo tipo de polarizac¸a˜o existente nas mole´culas apolares.
Outro efeito, e´ o campo ele´trico tender a alinhar os dipolos individuais, gerando um momento de dipolo
resultante na˜o-nulo por unidade de volume. Com todos os dipolos alinhados haveria uma polarizac¸a˜o
muito grande. As coliso˜es entre as mole´culas, na˜o permitem que se alinharem totalmente, pore´m ha´ uma
polarizac¸a˜o liquida [82].
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A polarizac¸a˜o pode ser calculada por me´todos da mecaˆnica estat´ıstica. Conhecendo a energia de
um dipolo em um campo ele´trico com momento de dipolo p0. A energia das cargas positivas e´ qφ(1), e a
energia das cargas negativas e´ −qφ(2) [82]. Assim,
U = qφ(1)− qφ(2) = qd.∇φ, (8.40)
ou
U = −p0.E = −p0Ecosθ, (8.41)
onde θ e´ o aˆngulo entre p0 e E. A energia e´ menor quando o momento de dipolo e o campo esta˜o
alinhados.
No estado de equil´ıbrio te´rmico, o nu´mero de mole´culas com energia potencial U e´ dado pela
seguinte distribuic¸a˜o [82]:
e−
U
kT , (8.42)
onde U = U(x, y, z).
Sendo n(θ) o nu´mero de mole´culas por unidade de aˆngulo so´lido em θ, temos,
n(θ) = n0e
p0Ecosθ
kT . (8.43)
Em situac¸o˜es em que o expoente e´ pequeno, podemos aproximar esta exponencial por [82]:
n(θ) = n0
(
1 +
p0Ecosθ
kT
)
. (8.44)
Para determinar n0, integrarmos (8.44) por todo θ. Sendo N o nu´mero total de mole´culas por
unidade de volume e sabendo que o valor me´dio de cosθ e´ zero [82]. Obtemos,
n0 =
N
4pi
. (8.45)
De (8.44), observamos que havera´ mais mole´culas orientadas ao longo do campo (cosθ = 1) do
que contra o campo (cosθ = −1). Ou seja, em um volume contendo muitas mole´culas havera´ um momento
de dipolo na˜o-nulo por unidade de volume que gera uma polarizac¸a˜o. A soma de todos os momentos de
dipolo moleculares em um volume unita´rio resulta [82],
P =
∑
V olumeunitario
p0cosθi. (8.46)
ou
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P =
∫ pi
0
n(θ)p02pisenθcosθdθ. (8.47)
Substituindo n(θ) de (8.44) temos
P =
N
2
∫ pi
0
(
1 +
p0E
kT
cosθ
)
p0cosθd(cosθ), (8.48)
integrando, obtemos,
P =
Np20E
3kT
. (8.49)
Esse ca´lculo mostra, que a polarizac¸a˜o e´ proporcional a E. E tambe´m, que a polarizac¸a˜o e´
inversamente proporcional a temperatura (lei de Curie).
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